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第1章 序 論
生体に とりこまれた薬物の大部分は,肝 細胞内の小胞体(endoplasmicreticuturn)に存在する
薬 物代謝酵素系の作用によ り酸化され,っ いで他の酵素系の作用に より親水性官能基を もった化合
物に抱合 され体外に排出 され る,
従来,こ の代謝経路は母化合物の生物活性が低 下する ことか ら,生 体 の ・解毒 ・機構 と考え られ
て きた。 しか しなが ら,薬 物代謝酵素系によって作用を受けることによ り薬効,毒 性の上昇 など,
むしろ生体影響が強 くあ らわれ る例 が数多 く知 られ るよ うにな るにっれ,最 近では ・極悔化 ・とし
て理解されて きている。
薬物代謝酵素の作用 によ り生体影響 が強 く現 われ る例の一っ として有機 リン系 殺虫剤(以 下有機
リン剤 とする)が あげ られ る。
有機 リン剤は
ll>1-Y(ミ{繋_
の一i一般式で書 きあ らわす ことがで きる。有機 リン剤の うちP=S体 は薬物代謝酵素系 の作用を うけ
P=0体 へ と変換 されコ リンエステラーゼ を強 く阻害す るよ うにな る。1)-7)
しかし,薬 物代謝酵素系 による有機 リン剤の酸化的変換は種 々知 られてお り,例 えばparathion
の場合 はaetivetilittabOliteであるparaoxon,あるいは見かけ上加水分解的にみえるdiethylabe-
sphorothioateとp-nitrophenu1の生成のいずれ もこの酵素系によることが明 らかに されてい る。
8)一'11)後者の場合には無毒化 への変換 であ る。 この点 に関 しての理論的 な面にっいてはPtas}mpら
が詳 しく報 告してい る。12)-B)
上記の如く,有 機 リン剤は酸化的脱硫化によ りコリンエステ ラーゼを強 く阻害 し,こ の ことが生
体影 響の主 たる作用だ と考 え られてきてい る。 しか しその他に もエステ ラー 域ID-17)アミダー繊B)
LCATig)等の諸酵素 を阻害す るこ とが知 られてい る。 これ らの酵素 も一般にP=0体 で強 く阻害
され る。
この様に有機 リン剤は薬物代謝酵素系に よる酸化 的脱 硫化に ともな って生体に諸種の影響を与え
ることが明 らか にされて きた。
ところで,脂 溶性の高い薬物 は,す なわち薬物 目身が薬物代謝酵素に よ り代謝 をうけるの であれ
ば,多 かれ少 なかれ薬物 代謝酵素活性を阻害するとい う報告がみ られ る。ゆ 有機 リン剤 もその例
外ではな く,す でにRosenber9,Coonによ り諸種P・-S体によるヘキソパル ビタ・一ル睡眠時間の
延長効 果が報告 されてい る。m)そ の後Hart¶Foutsによ り同横な効果 が確認されn)ま た,
Welehらはステロイ ドの水酸化反応の阻害について報告してい る。za)最近 に至 り,McDonaldら
はparathionが0-d(皿ethylation,N-Demethylati㎝を阻害す ることを報告し,x)Stevensらの
1
辿 の 研 究 に よ り.ん'旺 有 機 リ 〆 剤 に よ る肝 薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 の 現 象 面 に つ い て は ほ ぼ 明 確 に さ
れCL、 る,8tl・yt・rlsらの 結 果 で他 の 有 機1】ン 剤 と異 な る 挙 動 を 示 す の はparauxunで,そ のinvitro
の 添 加 ば ア リ ノの 水 酸 化 を 顕 菩 に 促 進 す る こ とが 明 ら かに され て い る.ガ 卸
1記 の 如1.有 機1し 剤r一よ る肝 薬 物 代 謝 酵 素 阻 警 の 現 象 的 な 面 に つ い て は ほ ぼ 明 らか に さ れ て
きて い るの で あ る が 有 機 リ ン 剤 の 構 造 に よ る特 性 や 阻 害 機 構 に つ い て は不 明 な 点 も少 な く な い 。
現 在 有 機 リ.・剤 は か な り広 汎 に 使 用 され て お り,有 機 リ ン 剤 の 新 ら し い 生 体 影 響 と も考 え られ る
薬 物 代 謝 酵 素 系 へ の 影 響 に つ い て の 実 体 を 詳 細 に 把 握 す る こ とは 衛 生 化 学 的 観 点 か ら も重 要 な 課 題
と 湾 え 検 討 を加 え た.
そ の 結 果 有 機 リL剤 に ょ る 肝 薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 はinvivo,invitrvともにP=s体 に よ っ て
の み み られ.紬 阻 害 機 構 と して は ドと し て薬 物 代謝 酵 素 系 に お い て 中 心 的 役 割 を担 一jてい る1ツ書.
P-450含 量 の 低 「に 起 因 す る もの で あ る こ と が 示唆 さ れ た。so「ま た,cyt.}一450騒 の 減 少 に っ
い て は.iltvit,ruの結 果 か ら,薬 物 代謝 酵 素 に よ る 有 機 リン 剤 の 酸 化 的 脱 硫 化 に と もな う結 果 で
あ る こ とが 示 唆 さ れ 紺 同 悌 な 効 果 は 単 純 な 構 造 を有 す る.硫 化 炭 素 に よ っ て も得 られ た こ とか ら
も 吏持 さ れ た,32)有 機 リ ニ・剤 やt一硫 化 炭 素 の 生 体 内 酸 化 的脱 硫 化 に と もな う ミク ロ ソ ー ム 膜 の 変
化 に つ い て は こ く最 近 に な 一、てNomianらeeDalviら 、34二・さ らにDeMatteis35)によ り証 明 され
た,すrsわ ち,35S一標 識 のparaLhion,一二硫 化 炭 素 を ミク ロ ソ ー ム とNADPH存 在 下 に 反 応 させ
る と35Sの結 合 し た ミク ロ ソ ー ム が え ら れ る。Normttnら33)fO・よ びDeMatteisco)はこ の 状 態 で は
ミク ロ ノー ム の 薬 物 代 謝 酵 素 活 性 お よ ひ1ツt.P-450屋が 頭 著 に 減 少 す る こ とを 明 ら か に し た。 こ
の 弔 実 は・ 現 段 階 に お い て.有 機 リ ン 剤 や 二硫 化 炭 素 に よ るinvivoで のcyt.P-450量 の 減 少 を
も 説 明 一.うる 最 も有 ノ」な 機 構 だ と推 論 し て い る,し か しな が ら,S原 子 の 結 含 し た ミク ロ ソ ー ム で
欄・yt.P-450がとの よ うに して 減 少 す るか に っ い て は.と くに.i"vhoの 場 合 は,今 後 に 残 さ れ
た 重 要 な 問 題 だ と 考 え られ る。
さ て.有 機 リン 剤 や 一二硫 化 炭 素 が 薬 物 代 謝 酵 素 に ょ り酸 化 的 脱 硫 化 を う け て.逆 に 薬 物 代 謝 酵 素
を阻 害 す るこ とが 明 らか に きれ た の で 次 い で 近 年 、 薬 物 代 謝 酵 素 との 関 連 性 が注 目 さ れ て きて い
る ミ ト コ ン ド リ ア に 存 在 す る酵 素 で、 ヘ ム合 成 の 鍵 酵 素 と さ れ て い る δ一uminoteVulinie-acid
s.)nthtilasfi(.、L、:〉'r]thc'tase)に対 す一る有 機 リ ノ 剤 や 硫 化 炭 素 の 投 与 に よ り,か な り早 期 に
.xLA.b}τith('tttS`・が 、誘導 き れ る こ と が 明 らか に な っ た。 凪37}ALAsytithetaseの 誘 導 の 経 過
は ミ ケロ ノー ム のt・yt.1]-450騒の 減 少 と 時 間 的 に ほ ぼ 一致 す る こ とか ら ヴt.P-450量 の 減 少 に
と もな い 補 賞 的 に 誘 導 さ れ て い るの で は ない か と 推 論 して い る、
以1の 如 く.本 研 究 は 生 体 内 駿 化 的 脱 硫 化 に と もな い 種 々の 新 ら しい 生 体 影 響 が 出 現 す る こ と を
解 明 し た もの で あ る
な お 本 研 究 に 使 用vた 諸 有 機 リ ン 剤 の 構 硅 式 は 以 下に 示す 通 りで あ る 一
2
P-S体
:1:1>郵」ぴ む
fenitrothion
::1:)郵」〔鞍
diazinon
:::::〉恥◎ 隅
parathion
:1:1>b9-・一〈>N・2
methylparathion
ひ 〈>
EPN
CH30>賊
HC・C2H5
CH30CH2COOC2H5
malathion
3
P-0体
:1:1メ…ぴ ち
sum■oxon
::1::>i-o-〈〉 ・2
paraoxon
CH3。＼9/C'
CH3・/P-0-CH=㌔
DDVP
第2章 有機 リン剤による薬物代謝酵素阻害
般に薬物ぱ生体に吸収 きれ た後.種 々の生化学 的反応によ り代謝 変換 されて体 外に排 出され
る この過F占ま広義のe薬 物代謝 ・として理解されてい る。 この薬物 代謝に関 与す る酵素 は多数Hl
られてい るが1:とLて 嗣細胞内の 一!・胞体に存在す る酵素,狭 義の ・薬物 代謝酵素 ・で代謝 され る。
二の薬物 代謝辱素活姓は動吻の稲 系統 性 年齢等の 内的因子によ り変動する他 凪 一鋤 フ ェ
"・"Lヒタールや多環 呂香族炭化水素1こよる誘導i2)あるいはSKF525 -A等 による阻 、rFなど,42・
外的湘fに よって も変化する,
この ような外的因 拘こよ る薬物 代謝酵素 盾惟の変動は,薬 物自体の.あ るい は他薬物の 代謝に影
響を与え薬紘 毒性の増強あるいは減似 薬物の耐惟な ど医薬品の安全性や副作用の面か らも充分
に検討きれなければな らない.
また't活環境中に存在す る各稲化学物質に よる薬物代謝酵素活件への影響について も.i:記の点
か ら・ 関心を もつへ き問題 があ る,
有磯Ijン剤ば現在広汎1ご使用 きれている農薬であ り.一般に,肝 薬物 代謝酵素によ り生体影響の
強い構造 に変換 され ることが明 らかにされているcl)-7)
f∫騰リン剤臼身の薬物 代謝酵素盾惟に及ぼす影響については一定程度の検討が加え られ てきてお
り.ほ ぼ薬物代 謝 酵素活姓 を阻害するこ とが明 らかに されている」2L)引のしかし附害機構等詳細な
点については表解決の周題 も少な くない。
以 トの点をふ まえ.諸 禰rf機リン剤にょ る肝薬物 代謝酵素活例三に及ぼす現象的な面について先ず
検}・†を加えた。獣
2-1諸 種有機 リン剤投与 による肝薬物代謝酵素阻害
こ れ ま で に 諸 腫 の 有 機 リ ン 剤 に よ る薬 物 代 謝1酵素 阻 害 が 明 らか に され て い る。 先 ず,そ の 詳 細 を
知 る た め にt-t・r)itrothio【](100m9/1(9)投'}後の 肝 薬 物 代 謝 酵 素 活 性 の 経 時 変 化 を,アa/ピ リン
の 脱 ズチ ル 化 ア ニ リ ンの ノk醗化 に つ い て 検,1・比 た 。Fig.2-1に 示 す よ うに.fenilrolhionを
腹 腔 内 投 ㌧後 か な いllい時 期 に 両 メ∫の,舌惟 と も顕 著 に 阻 害 き才廿 こ。 阻 害 の 程 度 は 投'}か ら4時 間 後
1こ最 も彊1(.24時 間 後1こは ほ ぼli二常 レ ベ ルO(ihl復す る こ ヒが 明 ろか に な っ た .次 い で 他 のP=S体,
P・ofptのf∫機 リ ン 剤 にf・い て 同 悌 な 経 時 変 化 を検 討 し た(Titbie2-1'-Diazin〔,nはや は り
4時'llに醍J.の1;i[潔を 小 し た が.}}=o体 で あ るsu」miux{mやDD、'Pはと く に 人 き な 影 響 は み ら
れ ∵か たP一 べ 体 のfl'機り.剤1は 投tl後41i寺間 後 に 肝 薬物 代 謝 酵 素 創 ∫ll害す る こ とが 明 ら か に
な ・た の で ・ き らに 各 種 の 育 機 リ:'剤に つ い て 検 討 し た 結 暇 をTubh・2-∬ に 示 す 、 そ の 結 黙 強
ifi」・IJ.=きれ い ・るPttr:ithiiHiはヒ ニに 阻 害 は 認 め られ ず.ま た コ リ;・エ ス テ ラ ー ゼ 阻 害 の 実 体 だ と
9tlでい 引 ・・1梶 阻 階 か鵬 ・勧 られ なL・,EPN倒 【,・渾 現 わ れ は じ めm・th)'1pu・a・hi。,、,
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Anil■ne
Hydroxyユase
8
一Aminopyrine
Demethylase
periodoftreatment{hr)
24
Fig.2-lTirttecourseofdrug-metabolizingenzymeactivity■nmouse
liverafterinjectionoffenitrothion.Controland
feni・ヒro七hion-・ヒreated{100rng/kgi.P。)miceweresacrificedin
paralielateachtimeperiod.▽aluesareexpressedaspercentof
controユactivitya七eachtimeperiod.
Table2-1 ● ActivityofArninopyrineN-DernethylaseinMouseLiver
ataCertainTimeafterInjectionofOrganophosphate
TimeafterInゴection(Hrs)
Treatrnent
1 4 6
Contrel
Fenitrothion
Diazinon
Sumioxon
100
68.4士 ユ6.=L
91.5土7・7
=LO6.4土3.0
lOO
39,0±10.4
41騨3士5・8
86.4士0.7
100
37.3士4.8
74.6±0.4
90・8士2.2
Treatmentwasdoneintraperitoneallyinadoseof25mq/kg.
Valuesareexpressedas讐remainingactivitytocontro1.
Theaverageenzymeactivityofcontroiqroupinthisexperiment
was11.95土0.12mFmoleformaユdehydeformed/mgprotein/30min.
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Table2一 工I
EfiectofOrqanophosphateInsecticidesonHepatic
DrugMetabolisminmice
Organophosphatedose
(mg/kg)
AminopyrineAniline
N-DemethylationHydroxylation
Control
Fenitrothion
D■azユnon
Sumioxon
DDVP
?
【
」
【」
??
?
?
?
?
?
Control
Parathion2.5
EPN12.5
Methylparathion12。5
Malathion300
12.36±0.55
4.66±1.24
4.93±0・69
11.64±0.75
10.09±0.12
14.33±1・51
13。51±0.61
11.38±1.73
9。44±0.34
7,89±0.51
4●53±0.70
2・28±O.67
2.52±0.54
4。84±0・25
4・23±0.86
Micewereinjeetedintraperitoneally'withorganophosphate
insecticides4hrpriortosacrifice.Activitiesare
expressedasthemean±S.E.ofthemetabolitesproduced
innmoles/mgProtein/30min.
diazinonでは 顕 著 に み られ,低 毒 性 と さ れ て い るfenitrothion,malathionでも阻 害 は 顕 著 に 認
め られ る。 こ の 結 果 か ら,PニS体 の 有 機 リ ン 剤 は ほ ぼ 確 実 に 肝 薬 物 代 謝 酵 素 を 阻 害 す る こ とが 明
らか で あ る 。
2-2有 機 リ ン 剤 に よ る薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 に 対 す る 種 差,性 差 の 影 響
肝薬物 代謝酵素活性は種,性 の因子に よ り変動することはよく知 られてい る。39)40)また,有 機
リン剤の毒性 もこれ らの要因によ り変動することが知 られてい る。43⊃4Dこのことが,有 機 リン剤
によ る薬物代謝酵素阻害 について も影響 して くるかどうかについて検討した。Table2一璽に示 し
てい るように,fenitrothion.diazinonを雄性 ラットに投与 した場合に,肝 薬物代謝阻害の程度は
低く,100m9/K9の投 与では じめて有意な阻害が認め られ た.一 方,雌 性 ラッ トe(fenitrothion,
diaaioonig投与す ると,マ ウスでみ られたの と同様に,薬 物代謝酵素の顕著な阻害 が得 られた。
この ように,有 機 リン剤による肝薬物 代謝酵素に対する作用 は種および性の差によ り異 なることが
明 らかに なった。 この違い は,単 に薬物 代謝酵素の活性の差に起因す るものではないよ うで,代 謝
経路等の違いな どが考え られ るが詳細 な点については不明である。
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Table2-1工1工nVivoEffectofOrganophosphateonHepatic
AminopyrineN-DernethylationinRatLiver
Dose《mq/kg}Fenitrothion
〔malerat)
Fenitrothion
(femalerat}
　 ロ
DユaZ工non
{malerat}
25
50
ユOO
106・84士4・38
81.46士20.89
54・58士25.20
27・14士1・35
23●94士2・42
21.65士2・52
88。8ユ ±7・04
85.12±ll・85
61.45士8.47
Orqanophosphatewasinjectedip.4hrspriortosacrifice.
Valuesareexpressedasrernainingactivitytocontrol{mear吐S.E.).
Con七rolactivitiesobtainedfromnon一 セreatedmaleandfemale
ratswereユ ユ.52士2.58and7.68士0.23mumo工eformaldehydeformed/
mgprotein!30min,respectively・
2-31nvitroで の 有 機 リ ン 剤 の 薬 物 代 謝 酵 素 に 対 す る 作 用
1皿vivOにお い て 諸 種 有 機 リ ン 剤 が 薬 物 代 謝 酵 素 を 阻 害 す る こ とが 明 らか に な っ た の で,111N'it,r{}
に つ い て も検 討 を 加 え た 。Table2-IV一は マ ウ ス 肝9 .OOOx9上 清 に 有 機 リ ン剤 を1×10-4M～
1×10-6M添 加 し ア ミノ ピ リ ン脱 メ チ ル 化 活 性 を測 定 し た 結 果 で あ る。P-S体 で あ るfeltitro-
thionmethylparathionは10"-5Mの添 加 で す で に50%以 上 の 強 い 阻 害 が み られ た。一 方,P講 ユ,
体 で あ るSu血exonやDDX'1)は ほ とん ど阻 害 は 示 さ な か っ た 。 こ の 結 果 か らP=S体 の 有 機 ・」ン
剤 はinvivOlinvitroと もに 肝 薬 物 代 謝 酵 素 を 阻 害 す る こ と が 明 らか に な っ た。 次 い で,1司 様
に ラ ッ ト肝9.OOOx9上 清 を 検 討 し た 結 果 をTable2-Vに 示 す 。 雄 性 ラ ッ トの 場 合 ,fenitroth-
iOnやdianin(mによ る 阻 審 作 用 は 弱 か っ た の で あ る が(Table2-H) ,invitroで は,マ ウ ス
の 場 合 と同 様 にfenitrothionの10-5Mの添 加 で 約50%程 度 の 阻 冑 が 得 られ た。P=0体 で は や は
り影 響 は み られ な か っ た 。F,・nitrothionによ る ラ ッ ト肝 薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 の 程 度 がlns-iVU,in
vitroで異 な る 理 由 に つ い て は 現 在 不 明 な 点 が 少 な くな い 。
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血able2一 工V EffectofIncludingOrganophosphateinIncubation
Mixtureson七heInVitroActivi七yofHepatic
AminopyrineN-DemethylasefromMice
ConcentrationofOrganophosphate
Organophosphate
一4
10M
一5
10 図
一6
10M
Fenitrothion
Methylparathion
SU煎ioxon
DDVP
24・70土0.31
24.70士0。31
111.30±2。22
116.95士3.40
41●96士2●33
34.工0士0.65
ロ
116.66±2.15
111.72±5.72
98.06+1.87
82.62土3●35
113.50+2.Ol
106.14+4・44
Activitywasexpressedasttocontro1(]mean毒S。E.)。
Theactivityobtainedbythecontro1皿icewas11.88±0.85
mumoleformaユdehydeformed!mgprotein/30min.
Table2-V EffectofIncludingOrganophosphateinIncubationつ
MixturesontheinVitroAc七ivityofHepatic
AminopyrineN-DemethylasefromRats
Organophosphate Concentrationoforganophosphate
一41
0
一51
0M ユO薗6M
Fenitrothion
瓢ethyユparathion
Sumioxon
DDVP
20●94士3・04
=L8・40±0畳63
110●42士1.05
97・63士1.36
54.63士4亀30
65,22士3.31
101電13士1}05
り
100.73±4.15
85・43士5魯82
95・84士2.17
101.55
89・98±8・05
Activitywa8expressedas亀touontro1(mean士S.E。}e
Thecontrolactivityofthisexperimentwasユ1・55圭0・15凧umole/
mgprotein/30min.
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2--4Feni七rothionに よ る 肝 薬 物 代 謝 阻 害 様 式 の 検 討
有 機 リン 剤 に よ る薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 の 様 式 を知 るtこめllI.int."tsaN.er一おurkl⊥控 に よ り、 ア ζ
ノ ピ'リン を 基 質 と し て 解 析 を 試 み た 。 有 機 リ ン剤 と し てf`・iiitrvthit川を 用 い 、invilrv.i"、・i、・c,
で測 定 し た 結 果 がF量9.2-2で あ る。
-Fig .2-2か ら 明 らか
Fig.2-2
一5,`10
Fenitrothion
ぐ ・tt。'.
一2昌 工12
.1
[闇aminopyrine]一
一2
＼
一1工2
-1
【=遡aminOPyr⊥ne]
1」ineweaver-BurkPlotoftheInhibitionofAminopyrine
N-DemethylationbyFeniしrothioninMouse"ver
な よ うに 、fゼ1由rulhic川
はinvitroで は 拮 抗 的 阻
1彗を 示 す が.ills'iVoでは
非 拮 抗 的 阻 害 を示 す こ とが
わ か っ た 。 こ の 結 果 か ら.
fenitruthjVIIF[IIin、・ilr噌,
に 添 加 し た 場 合 に は,薬 物
代 謝 酵 素 の 基 質 に な る た め
に 阻 害 を示 し て い る こ とは
明 ら か で あ る が,inN・ivu
に 投 与 し た 場 合 に は 薬 物 代
謝 酵 素 に 何 ら か の 影 響 を 境
ぼ す こ とに よ りβli害現 象 を
示 す こ とが 示 唆 さ れ る、
2--5Fenitrothionの 肝 細 胞 内 作 用 部 位
薬 物 代 謝 酵 素 は,肝 細 胞 内 に お い て は 小 胞 体 に 存 在 し,・一.一一方 補 酵 素 で あ るNADPll供 給 系 は 細
胞 質 に 存 在 す る。 前 述 し た 如 く,諸 種 の 有 機 リ ン 剤 に よ る 薬 物 代 謝 酵 素 阻 喜 が 明 らか に な っ た の で
あ る が,そ の 阻 害 は ど の 画 分 に 起 因 す る の か を 知 る 目 的 で 対 昭 動 物 とt'c.・r)itruthiuii投与 動 物 か ら
調 襲 し た 上 清 画 分 と ミク ロ ソ ー ム 画 分 の 交 叉 実 験 を 行 っ た。Tabレ2-、1に 示 す よ うに,ff・lbitI'o-
thiOn投与 動 物 の 肝 ミク ロ ソ ー ム 画 分 を用 い た 時 に の み 阻 害 は 強 く み ら れ た,従 っ て.1',・nilrut})i(川
に よ る薬 物 代 謝 酵 素 の 阻 害 は ミク ロ ソ ー ム に起 因 す る もの で あ る.
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Table2■V工RecembinationStudyofSubfractionsObtained
frernControlandFenitrothion-treatedMouseLiver
Fraction
Substrate
MicrosomesSupernatant
ActivityInhibition
亀
Aminopyrine Contr◎1
Control
Treated
Treated
Control
Treated
Control
Treated
13.55士0.02
13970±0。82
5・94士0・=LO
5.29
??
?
?
【
」
??
Aniline Control
Control
Treated
Treated
Control
Treated
Control
Treated
7。11士0・59
6・71±0.75
3.35±0.13
3.50
「?
「?
?
【
」
Miceweretreatedwithfenitrothion(25mg!kg}andsacrificed
4hrsafterdosing・
ActiYitywasexpressedasm}lmoleproductformed/mqprotein/
m■n{mean士S.E.}.30
2-6肝 薬 物代 謝活 性 変 動 時 に お け るfeni七ro七hionの作 用
有機 リン剤の動物体への毒性の程匿は薬物代謝の誘導剤であるフエノバル ビタール等の前処置
d(D-5Dあるいは阻翻 であるSKF525 -AsV53)の前処理によ り,増 力目した り,減 少 した りする
ことが知 られてい る。 その理由 としては,こ れ ら薬物 の投 与によ り有機 リン剤の薬物代謝酵素によ
る代謝速度 あるい は代謝経路の 変動が生ず るため と考えられている。
フ ェノバル ビタールやSKF525-Aの 前処理が有機 リン剤の薬物代謝酵素阻害に対して どのよ
うに影響 して くるかについ て調べてみたo
先ず、 フェノバルビタールの前処理に よ り,肝薬物 代謝活性 を上昇させ ておいた条件下 でfenit-
rothionを投 与した結 果 をTablP2一田に示す。 フェノバルビタールの投与によ り肝薬物代謝酵素
活性 はア ミノピリン脱 メチル化が2倍 程度,ア ニソン水酸化が1.4倍程度増加している。 その状態
にfenitrothionを投与した ところ,[E常動物の場合にみ られたと同様に,薬物 代謝酵素の阻害が顕
著にみ られた。阻害の程度はほぼ投与量に依存 して増加す ることがわかった。Vardanisはフェノ
バ ルピタール前処理によ り有機 リン剤の酸化的変換が大 きくなることを報告してお りe54)Table2
一凋の結 果はこの ことと関連するのか も知れ ない
。
次いで,SKF525-A前 処理時 におけるfenitrothionの薬物 代謝酵素阻害効果について検.討
した(Table・2一珊)。SKF525-Aの 投与によ り肝薬物代謝酵素 活性はいずれ も顕、著に阻害さ
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Table2--VI工
EffectofFenitrothiononAminopyrineN-Demethylationand
AnilineHdroxlationactivitinPhenobarbita1-treatedMice
Treat皿ent Aminopyrine
N-Demethlation
An■ ユ■ne
Hdroxylation
Control
Phenobarbi七al
Phenobarbital
+Fenitrothion
(50mgr/kq)
Phenobarbita1
+F∈nitrohti6n
(100mq/kg}
Phenobarbi七al
+Fenitrothion
{200m/k)
8.65
17.13
±O.81
±2.21
6咀99十 〇・63
3.31十 〇.07
4.02十 〇.70
5。28±O.87
7.24±0.18
5・21±0.02
1.63±0・28
0.95±0.24
Micewereinjectedintraperitoneallywithphenobarbital
(80mg/kg)dailyfor2days,andthenreceivedfenitrothion・
Miceweresacrificed2hrafterad皿inistrationoffenitrothion
Eachvalueisexpressedasthe皿ean±S.E.ofthemetabolites
producedinnmoles/mgprotein/301nin.
Table2-V工 工I
EffectofFenitrothiononA皿inopyrineN-Demethyユationand
AnilineHydroxylationActivityinSKF525-A-treatedMice
Pretreat皿ent Treatmen七 A皿inopyrine
Demethlation
Aniline
Hdroxlation
Control
SKF525-A
SKF525-A
Control
Controユ
Feni七rohtion
SIくF525-A
十
Feni七rothion
9。60± ユ..13
2。36±0・06
2。26±0・21
2・95± ユ.51
7.16± ・0.37
3駐37±0。39
1,62±0.39
1.71±0.41
MicewereinゴectedwithSIくF525-A(40mg/kgip.)lhrprior
toorsimultaneeuswithfenitro七hion(IOOmg/kqip.).
Miceweresacrificed2hraftertheadministrationoffenitro--
thion.Eachvalueisexpressedasthemean±S・E・ofthe
metabolitesproducedinnmole/mgprot二ein/30min.
れ て い る が,さ らにfenitrothionを投 与 す る と,ア ミノ ピ リ ン の 脱 メ チ ル 化 は と くに 影 響 は み ら
れない魁 ア ニリンの水酸化は さらに強 く阻害 され た。 また両者を同時投与した場合に も同様な傾
向がみ られた。SKF525-Aの アニ リン水酸化に対す る阻害効果は比較的弱い とされているので,
Table2-Wの 結 果 は,fenitrothionによ る ア ニ リ ン'水酸 化 の 一 定 の 阻 害 効 果 が 相 加 的 に 反 映 き
れたのではないか と推察 され る。
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2-7Fenitrothionの ヘ キ ソ バ ル ビ タ ー ル睡 眠 時 間 に 対 す る 作 用
1nviVoの条件 下での薬物代謝酵素系への影響を知る指標 としてバルビツール酸類の睡眠時間に
対する影響 を観 察す る方法がよ く用い られてい る。
Table2一 工X EffectofFenitrothiononHexobarbital
SleepingTirReinMice
Treatmen『ヒ SleepinqTime(min)
Control
Fenitrothion
50±5
215±11
Feurhrsafterthesingleadministrationoffeni・ ヒrothion
{25mg/kgi.p.),micewereinゴectedintrap壱ritoneaユlywith
sodiumhexobarbita1(100mg/kg).Valuesarethetimesin
rnin±S.D.duringwhichriqhtingre£lexwasabsent.
Taihle2一朕 はfenitrothion投与 に よ るヘ キ ソ バ ル ビ タ ー ル 睡 眠 時 間 の 変 化 に つ い て 検 討 し た
結 果 で あ る。Table2-】Xか ら 明 らか な よ うに,fenilrothiOnの投 与 に よ りヘ キ ソバ ル ビ タ ー ル
の 睡 眠 時 問 が 対 照 動 物 の4倍 以 上 と 大 幅 に 延 長 す る こ と が 明 らか に な っ た。 この こ とは,fenitro-
thionの投 与 に よ る ヘ キ ソ バ ル ビ タ ー ル 代 謝 の 阻 害 に よ る と考 え られ る。
2-8考 察
肝細胞の小胞体に存在する薬物代謝酵 素は動物の種,系 統 年齢,性 な どの種 々の内的因子 によ
り変化す るが,薬 物投与な ど外的因子によって も影響 を受け る。薬物投与による薬物代謝酵素への
影響については,フ ェ ノバル ピタールや多環芳香族炭化水素による誘導,さ らには有機塩素系農薬
によ る誘導'5'f)-5Dがよく知 られてい る。一方,薬 物代謝を阻害す る薬物 としてはSKF525-A ,
Lilly18947・イプロニ ァジ ド,モ ル フィン・ イミダゾール誘導体,あ るいはinseeticidessylle-
rgistとしての ピベロニール プ トキサ イ ドな ど多数知 られている。4DStl)'-6Dこれ ら諸種の阻害剤の
阻害機構については必ず し も明 らかに されているわけではない.
有機 リン剤による薬物代謝阻害効果にっいてはこれ まで も一定の報告はな されてい るカ～21)-2St
本実験の結 果か ら,有 機 リン剤は薬物代謝酵素阻害 剤 として機能し うることがほぼ明 らか にされ た。
有 機 リン剤に よる薬物代謝酵 素に対す る作用の特徴 としては以 下のことがあげられ る。有機 リン剤
の投 与によ りかな り早い時間に阿害がみ られ ること(Fig.2-LTable2-D,強 毒性 とされ
てい るparaヒhion以外の諸極P二S体 でのみ阻害がみとめ られ.こ れ まで有機 リン剤の生体影響の
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主 因 だ と さ れ て きたP=0体 は 阻 害 効 果 を 有 し な い こ と(Table2一 皿),ま た 阻 害 効 果 が 禰,性 差
に よ り影 響 され る こ と(Table2一 且),な ど が あ げ られ る。 こ の 結 果 は 必 ず し も他 の 報 告 と一 致 し
て い る もの で は な い 。 た と え ば,Stevensら は2e27)parathionでも阻 害 が み ら れ た と 報 告 し て い
る し,ま た 最 近 に な っ てWet]lttrらもparath量on,parauxonの投 与 に よ り ラ ン ト肝 に お け るベ ン ッ ピ
レ ン 代 謝 が 阻 害 され る こ と を 報 告 して い る。65⊃こ の 様 な 結 果 の 差 異 に つ い て は 不 明 な 点 も少 な くな
い が,観 察 の 時 期 あ る い は 用 い た 基 質 の 違 い な どに よ る こ と も考 え られ る。 現 段 階 に お い て は ,い
ず れ に し ろ,有 機 リ ン 剤 は 肝 薬 物 代 謝 酵 素 を 阻 害 す る とい う現 象 に つ い て は 一 致 点 は 確 認 で き た と
思 わ れ る。
有 機 リ ン 剤 に よ る 薬 物 代 謝 酵 素 の 阻 害 様 式 を検 討 す るた めfenitrothion6?用い てinvitroil)
vivoにっ い てLineweaver-Burk法に ょ る解 析 を 行 っ た 。Fenitrothionはinvitroでは 拮 抗 的
阻 害 を示 し た カiinvivOで は 非 拮 抗 的 阻 害 を示 し た。InvivOに お い て 非 拮 抗 的 阻 膚 を示 す こ と
と,さ らにfenitruthionによる阻 害 は ミクロソームに 起 因 するこ とか ら,fenitr。thionは単 に 基 質 と し
て 作 用 して い るの で は な く・ む し ろ ミ ク ロ ソ ー ム 膜 あ るい は 薬 物 代 謝 酵 素 系 に 対 し何 らか の 修 飾 を
もた ら す結 果 に よ る こ と が 推 察 きれ る。 そ の 修 飾 は,P=0体 が 薬 物 代 謝 酵 素 に 影 響 し な い こ と か
　 の
らみて,有 機 リン剤の酵素阻害の実体 ときれている リン酸化 による もの ではな く,全 く別の悌
式によ ることが考 えられ る。
有機 リン剤の毒性は薬物 代謝酵素誘導剤や阻害剤の 前処理 によ り影響 され,40-5x・またt'et)itru-
tbionによる薬物代謝酵素阻害 も同康な処理に よ り影響 され る。 この ことと,P=0体 が薬物 代謝
酵 素に作用 しない こ とを考慮すると,P;S体 目身あるいはその代謝に ともな う代謝産物等が薬物
代謝酵 素阻害を もた らしてい ることが考え られ る。
以下 薬物 代謝酵素の阻害機構について検討した。
13
第3章 有機 リン剤による薬物代謝酵素
の阻害機構
肝 ミ ク ロ ソ ー ム に は コ 種 の ヘ ム 蛋 白 質,cytoehromeP-450(以 下cyt.P-450)と(;ytochrome
b5(以 ド{TYt.b5)が序在 し、 そ れ ぞ れNADPH,NADHを 電 子 供 与 体 とす る 二 つ の 電 子 伝
達 系 を 構 成 し て い る こ と が知 られ て い る。 この 薬 物 代 謝 酵 素 はcyt.P-450に 共 役 し たmixed-fUI「
ctiolEoxidases6¢あ る い はmonooxygenase67)と称 さ れ て い る。
この 〔・yt.P-450はKlinsrenberg68)およC)`Garfinke169)らに よ っ て 発 見 さ れ,そ の 後Omura
や9.atoによ っ て そ の 性 質 が 明 ら か に さ れ た。7①～7窃
そ の 後,cyt.P-450を 中 心 に し た 薬 物 代 謝 酵 素 の 誘 導 機 構 に 関 し て の 詳 細 な 検 討 が 加 え られ
た。
Cyt.P-450の 誘 導 の 解 析 が 進 む に っ れ て,cyt.P-450の 分 子 種 に つ い て の 新 た な 課 題 が
提 起 さ れ 現 在 な お 結 論 を み るに 至 っ て い な い 。73)、79)
一A方,Reinrrerらは,肝 ミ ク ロ ソ ー ム に 種 々の 薬 物 や 基 質 を 添 加 す る と特 徴 的 な 差 ス ペ ク トル を
生 ず る こ と を 見 い 出 し,79)Imaiらは こ の ス ペ ク トル の 出 現 は,薬 物 とcyt.P-450の 結 合 に 由 来
す る もの で あ る と結 論 し た。葛o)ま たSchenkmanらに よ り,cyt.P-450と 基 質 と の 結 合 に よ っ
て 生 ず る ス ペ ク トル の 型 の 分 類 が 報 告 さ れ た 。81)基質 差 ス ペ ク トル の 大 き さ は肝 ミク ロ ソ ー ム たん
ぱ く濃 度、cyt.P-450量 や 基 質 濃 度 に 比 例 し て 増 大 す る。s!)
前 章 で 述 べ た よ う に,SKF525-Aは じ め 種 々 の 薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 剤 の 阻 害 機 構 に っ い て は不
明 な 点 が 少 な くな い,こ れ ら阻 害 剤 とcyt.P-450の結 合 ス ペ ク トル の 検 討 は か な り進 め られ て き
て お り,,ryt.P-450との 親 和惟 の 強 さ も明 らか に さ 礼 阻 害 効 果 との 関 係 に つ い て 報 告 さ れ て い
る。82ン㌔91ン
ま た 諸 種 有 機 リン 剤 の 〔・yt.P-450との 差 ス ベ ク トル の 研 究 がRothやNea192),Stevensら,93)
Gu㎡uRaoやAnders94),さ らにHudgs〔,nら95)によ り報 告 さ れ て い る。 し か し な が ら,invivo
に お け る 阻 害 機 構 を 説 明 す るに は 至 っ て い な い 。
本 章 で はt't・nitrethiunを中 心・に ミク ロ ソ ー ム の 構 成 因 子 へ の 影 響 お よ び 作 用 様 式 に っ い て 検 討
し た。30)31二
3-1Fenitrothionに ょ るcyt.P-450量 お よ びNADPHcyt.c
reductase活 性 へ の 影響
C}t.P-450は薬 物 の 結 合 の 場 で あ る と と もに,薬 物 へ の 酸 素 添 加 の 場 で もあ り.薬 物 代 謝 酵 素
系 に お け る中 心 的 役 割 を 担 っ て い る。 一 方,NADPHcyt.creductaseはcyt.P-450を 還 元 す
る酵 素 で あ り,薬 物 代 謝 酵 素 系 に お い て 調 節 的 機 能 を 果 た し て い る と さ れ て い る。
Tabll・3-1は こ の 両 者 に 対 す るfenitrothion投与 の 効 果 を 検 討 し た結 果 で あ る。Fenitrothi-一
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on投 与2時 間 後 にNADPHcyt.creductase活 性 は わ ず か に 減 少 し た 。 一 方,cyt.P-450量
はfenitrethion投与 に よ り顕 菩 に 減 少 し,ほ ぼ 投 与 量 に 相 応 し て 減 少 が み と め ら れ た 。 こ の 結 果
か ら,fenitro亀hion投与 に よ る薬 物 代 謝 酵 素 の 阻 害 はeyt.P-450量 の 減 少 に 起 因 す る こ とが 示
唆 さ れ る。
Table3一 工EffectofFenitrothiononMicrosornalCytochro皿eP-450
ほほ
CententandonNADPH-cytCReductaseAct■v■ty
Treatment CytochromeP-450
nmole/mrote■n
一
unit/皿qrotein/min
Control
Fenit=othion
(工OOmg/kg)
Fenitro七hion
{200mg/kg)
1.OO8±0・044
0.653±0.039
0・569±0.003
2.691±0。108
2.298±0・027
Micewereinjectedwithfenitrothion2hrpriortosacrifice.
NハDPH-cytcreductaseactivityisexpressedasunitofactivi七y
Oneunitisdefinedasanabsorbancechanqeof1.Operminu七e
at550muand25.
3-2FenitrothionのCyt.b5量 へ の 影 響
ミ ク ロ ソ ーム に はcyt.P-450の 他 に も う.一種 の ヘ ム た ん ぱ く質,cyt.b5が 存 在 す る。96〕E,T.
Table3一 皿はfenitrothion投与 に よ るeyt.bs量 へ の 影 響 を 検 討 し た 結 果 で あ る。
Table3一 皿か ら明 らか な よ うに1'enitrothionはcyt.b5爆に は ほ とん ど 影 響 を示 さ な か っ た .
従 っ て,fenitrothienのcyt.P-450量の 減 少 効 果 は か な り選 択 的 で あ る こ とが 明 らか で あ る。 こ
の こ とは,ltyt.止一450が 薬 物 の 結 合 の 場 で あ る こ と か ら 考 え て も想 定 し う る結 果 で あ る。
3-31nvitroで の 諸 種 有 機 リ ン 剤 のcyt.P-450へ の 影 響
有 機 リ ン剤 がcyt.P-450と結 合 す る こ とは す で に 差 ス ペ ク トル の 検 討 か ら明 ら か に さ れ て い る。
Table3-1に 示 したよ うに,fenitrothionがinviv⑪でcyt.P-450量 を顕 著 に 減 少 させ る こ と
が 明 ら か に さ れ た の で,さ ら にinvi吐roに お い て 伺 様 な 効 果 が み ら れ る か ど うか を検 討 し た 。
Tabl←3-[にfenitrothionをは じ め 諸 種 有 機 リ ン剤 を マ ウ ス 肝 よ り調 製 した ミク ロ ソ ー ム とNA
DPH生 成 系 の 存 在 下,非 存 在 下に 一 定 時 間 イ ン キzベ ー ト し た 後 のeyt. -P-450量を 測 定 し た結
果 を 示 す 。ParathionはNADPHの 非 存 在 下 で もcyt.P--450量の.一定 の 減 少 を 示 し た が,t'orii-
trothion,diazinonでは ほ と ん ど影 響 は み られ ず,P=0体 のparaoxonも同 様 で あ っ た。
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Table3一 工1 Effect。fFenitr。thi。n。nHepatic
ロ
MicrosomaユCytochromeb .ContenrヒinMice
o一
Treatment Cyt。chr。meb5
(nmole/mgrotein)
Cont!=01
Fenitrot,hion
0.436
O.425
?
「
?
O.068
O.065
Micewereinjrrectedintraperit。nealユywithfenitr。 -
thion(lOOmg/kq)2hrpriortosacrifice .
Eachvalueisthemean±S .E.offouvmice.
Table3-II工In▽itroEffectofOrganophosphate工nsecticides
ontheConcentr己tionofH∈paticMicrosomal
CytochromeP-4500fMouse
工nsecticidesadded(M) 十NADPH 一NADPH
cytochromeP-450eytochro皿eP-450
(nmo]-e/mrotein}{nmole/mrotein)
None
Fenitrothion
None
D↓az■non
Para七hion
Paraoxon
一4
1x10 -5
1xlo
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
一4
10-5
10-4
10-5
10-4
10-5
10
O.976
0.599
0.771
0。910
0.724
0.835
0.588
0.778
0.939
0.942
?
?
?
?
?
??
??
??
??
??
?
O.053
0.028
0.Olg
O.Ol9
0.023
0.023
0.051
0.004
0.028
0.032
1.Ol1±O.OO5
0。956±O・Oll
0.841十 〇.038
1。038十 〇.020
Mouse]-ivermicrosomeswereincubatedaerobical1ywith
insecticidesin30-mlconicalfユasksforl5'minwithand
without二NADPHgeneratingsyste皿consistedof5umolesNADP ,
30umolesG-6-Pand5unitsG-6-Pdehydrogenase.Attheend
ofincubation,incubationmixturewascooledandcytochrome
P-450contentwasdetermineddirectlyinthe⊥ncubation
m■xture.Valuesarethemean±S.E.ofthemeanofthree
deヒermina『ヒion5.
16
NAI)PHの 生成系 の存在下ではいず れ も104Mでcyt。P-450の顕著 な減少を もた らす ことが
明 らか になった。paranxonはこの場合 も何 ら影響がみ られなか った。
Table3一夏の結 果は,有 機 リン剤がcyt.P-450を減少 させ るためには,有 機 リン剤 目身が 代x
謝され ることが必要であることを意味す るものであ る。 またP=0体 のparaOXOI}が何 ら影響 しな
いことから,P=S体 か らP=・O体へ の代謝の過程 が重要な意味 を有して いるのではないか と推 察
で きる。
次いで同様 な検討をラッ ト肝 ミク ロソームを用いて行 った ところ,Table3一四に示すよ うに・
マ ウス肝 ミクロソームの場合 と全.く同様な結果 が得 られた。
Table3一 工V =nvitreEffectofFenitro乞hion,Parathione.P.d
paraoxonon七heConcontraヒionofHep己ticヱ ・Iicと℃somal
Cy{二〇chro1.eP-4500fRa七
工nseoヒi:idesa〔 ミ{ユed{N) CytochrorneP-450
(㎜幽 』 聖些in)
None
Fenitrothio血
P己rathion
paraoxon
一4
1xlO
-5
1xio
りの
1x10v
-51
xIO
-△1
x↓0`
-5
1xユo
O.912±0.Ol9
0。573±O.020
0●344±0・019
0.435±0・004
0・799±0.005
0,853±D.OO4
0.921L±O.OO6
Ra七livermicrosom母swereincubarヒedwithinsecticidesinthe
presこnceofNADPHq色neratingsystera.Experi;aentaldetailswere
describedinTableエ 工工.VaSuesarethemean±S.E.ofthe
皿eanoftwoorthreeじ …eterrninations.
3-4肝 薬 物 代 謝酵 素活 性 変 動 時 にお け るfenitrothionのcyt.P-450
量 へ の影 響
Table3-一瓢,3-IVに 示 し た よ う に,有 機 リ ン 剤 がcyt.P-450量 を 減 少 させ る に は 有 機 リ ン
剤 目身 の 代 謝 が 必 要 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た。 次 い で,第2章 一6で 検 討 し た 方 向 でi・)vivo
で の 生 体 内 代 謝 とcyt.P-45e量 の 関 連 に つ い て 検 討 し た 。
Tuble3-Vに 示 し て い る よ うに,フ ェ ノパ ル ビ タ ー ル の 投 与 に よ り マ ウ ス 肝 ミ ク ロ ソ ー ム の
cyt.P-450量は2倍 程 度 に 増 加 し た。Fenitrothionを投 与 す る こ とに よ り,cyt。P-450章 の
著 明 な 減 少 が み られ 減 少 の 程 度 は ほ ぼ 投 与 量 に 依'存し て い ろ。Table3-1の 結 果 と比 較 す る と,
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fenitrothion投与 に よ るcyt.P-450の 減 少 の 相 対 値 はTable3-Vの 方 が や や 大 き く な り・ 別
の 見 方 を す る と.{・yt.P-450の実 質 的 な 減 少 量 は か な り増 加 し て い る とい え る。 従 っ て・fen…t-
rothionの生 体 内 代 謝 が 促 進 され て い る と み ら れ る状 態 で はTfenitrothionの薬 物 代 謝 酵 素 へ の
影 響 は 強 く あ らわ れ る こ と が示 唆 され る。
Table3幽V
EffectofFenitrothiononMicrosomalCytochrome
P-450contenrヒinPhenobarbita1-treatedMice
Pre-treatment Treatment CytochromeP-450
nmole/mgprotein
None
Phenobarbital
Phenobarbital
Phenobarbital
Phenobarbital
Contro11.066±0.026
Controユ2.184±O.249
Feniセrothion
{50mg!kq)1.298±0.226
Fenitrothion
`100mg/kg)1.136±0.ユ18
Fenitrothion
`200mq!】kgう ユ ・026±O.088
Micewereinjectedintraperitoneallywithsodi㎜
phenobarbitaユ〔80mg/kq)dailyfor2days,and
thenreceivedfenitrothion.Miceweresacrificed
2hraftertheadministrationoffenitrothion.
次CζSKF525--Aの 前 投 与 の 効 果 に つ い て 検'討を 加 え た。Table3-VIに み られ る よ うに,
SKF525-Aの 前投 与 に よ りfet)itrothionのcyt.P-450減少 効 果 が あ る程 度 抑 制 さ れ た。SK
F525-Aとfenitrothionの同 時 投 与 で も ほ ぼ 似 た よ う な 結 果 が 得 られ た。'
Table3-V,3-Wの 結 果 か ら,fenitrothienのcyt.P-450に対 す る作 用 は 生 体 側 の 薬 物
代 謝 活 性 の 変 動 に 応 じ て 影 響 され る こ と が 示 唆 さ れ る。 こ の こ と は,ま たf〔tiLitrethion自身 の 生
体 内 変 化 の 程 度 と作 用 強 度 が 関 連 す る こ と を示 唆 す る。
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Table3-V工 Effec・ヒofSIくF525AontheAc七 ⊥onofFenit=othion
Prct二redしment TreatmentCytochrOmeP-450
(n!℃O:Le/:・≡qprぐきヒe{.n)
Con七rol
SKF525A
S工くF525A
ControZ
Control
Fenirothion
SIくF525A
十
Fenitro七hion
0.960±0.056
]一.003±0.ユ24
0.770±O。060
0●740±0.044
Micewereinjectedintraperitoneaユ1ywithSKF525--A
(40mg/kg)lhrpriortoorsimul・ ヒaneouswithfenitro-
thion(100mg!kg).Miceweresaerificed2hrafterthe
administrationoffenitro・ ヒhion.Eachvalueis七hemean
S.E.ofthemeanoffourorsixmice.
3--5Fenitrothi◎nの 肝 薬 物 代 謝 お よ びcyt.P-450へ の 二 相 性 効 果
Fenitrothionによ る薬物代謝酵素の 阻害は投与か ら24時間後にはほぼ正常値へ 回復することは
Fig、2-1で示 した。
薬物代謝阻害剤の ほとん どが投与後36～48時 間 で,あ るいは遵続投 与で逆に誘導現象 を示す と
い う二相性の効果が明 らかにされている9fD-'vma.)従って薬物 を投 与後の経 時変化 を詳 細に調べ ること
はとくに阻害剤の場合は必要な ことだと思われ る。
Fig.3-1はfenitrothion(100m9/K功投与後の ミクロソームのcyt.P--450量とア ミノピリン
脱 メチル化活性の経時変化を示 した ものであ る。 これ まで述べ て きたよ うに,投 与後初期 には両者
の著 明な減少 がみ られ24時 間後にはほぼ正常値への回復へ と進み36時 間後には逆に増加 した。
Fenitrothionもやは り二相性の効果 を有す ることが明 らかに なった。
二相性効果の実際の機構については必ずし も明 らかに され てい るわけではない 魁Fenitrothion
の場合 には、 多分に,初 期相におけるcyt.P-450量の減少 が後期相の増加にひ きがね的な機能し
てい るのではないか と推定 してい る。
Fenitrothionの1回投与で二相性効果が得 られ たので,連 続投与の効 果を調べ た結 果がTable
3一 皿であ る。Fenitrothi(mの連続投与によ りcyt.P-450量,アミノ ヒ。リン脱 メチルイピ アニ
リン水酸化 活性いずれ も顕著eζ上昇することが明 らかになった。Fig.3-1,Tab】e3一田でS-en-
itrothionの薬物代謝酵素系に対 す る二相性効果が確認され た。 この効果が ミクロソームの他 の成
分の増加 を もと もなっているか どうかについては今後 の検討が必要である。
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??
?
?
?
?
?
?
Fiq。3-!
TimeaEterしreat皿ent(hr}
TimeCourseoftheEffectofFenitroヒhiononHepaヒic
Microsomalハ皿inopyrineN-DemethylationandCytochrome
P-45000nヒentinMice
Micewereinjectedintraperitoneallywithfenitrothion
{100皿g/kg}andsacrificedatヒhetimesindicat∈td。
Theaverageenzymeactivityandcy仁ochromeP-450content
ofcontrolgroupwere64.7±10・9n皿ole5/mgProte土n/ID
minandO.950±O.036nmole/mqprotein,respeetively・
Theverticalbarsarestandarderrersofthemeanof
threeorfivem■ce.
A・ni・。py・ineN-d・m・thyl・ti。n:O一 く),cyし ・・hr。皿・P-45。e・ 一 ●
Tab].e3-V工 工
Effectoftherepeatedadministrationoffenitrothiononthe
cententofhepatic皿icrosomalcytochro皿eP-450andonamino-
pyrinedemethylationandanilinehydroxyla・ヒionactivityinmice
Treatment Cytochro皿eP-450
(㎜ole/mqrotein)
　 ヒ
Am■nopyrzne
N-demethlation
Aniline
hdroxlation
Contro工 0●814±0.008 9・94±0.75 9.81±0.64
Fenitrothion 1.128±O.054 2=L.34±2。12 13.98±0.81
Miceweret二reatedintraperitoneallywithfenitrothion(IOOmg/kg}
dailyforthreedaysandsacrificed24hrafterthelastinjection.
Theenzymeactivityisexpressedasthemean±S.E.ofthemetabolite
producedinnmoles/mgprotein/30min.
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3-6 5一ア ミ ノ ト リア ゾー ル 前 処 理 に よ るfenitrothionの 作 用 へ の 影 響
FeiLitrutlti{川投 与に よ る 肝 ミ ケ ロ ソ ー ム のcyt.1'-450量の 初 期 の 減 少 か ら回 復.増 加'乏 進
む過 桿 で ど の よ うな 要 素 が 必 要 か を・知 る 目 的 で3一 ア ミ ノ ト リア ゾ.一ル を 用 い た 。3一 ア ミ/トIJ
ア ゾ ー ル は ヘ ム 合 成 の 阻 害 剤 と し て 知 られ て お り既,フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル や メ チ ル コ ラ ン トレ 〆 に
よ る 薬 物 代 謝 酵 素 の 誘 導 を,た ん ぱ く 合 成 に は 影 響 を 与 え な い で.抑 制 す る こ とが 報 告 さ れ て い る
lo5)m)。 ま た 薬 物 代 謝 酵 素 を 減 少 さ せ る こ とは す で に 明 らか に さ れ て い る。107・
Table3一礪 に 示 す よ うに.fenitr吐⊃lhionの投 与 は3一 ア ミ.ノト リ ア ゾ ー ル で 減 少 し て い る
`・yt.P-4501ttbeさらに 低 トさせ,薬 物 代 謝 酵 素 活 性 も さ ら に 低 トさ せ た。 一 方.1't・Jiitrothi(,TLの
投 与 か ら24時 間.後に つ い て み る と,・・yt.P-450鼠 薬 物 代 謝 酵 素 活 性 と もに3一 ア ミノ ト リア ソ
ー ル の 減 少 レ ベ ル よ りは 回 復 が み られ る が,正 常 値 へ の 回 復 は 一・一定 程 度 抑 制 さ れ て い る こ と が 明 ら
か に な っ たJ各 時 間 に お け る 肝9.000xY■'清 で の δ一ALA伽hydralasP活 性 を 測'己し た と ころ
3一 ア ミ ノ ト リァ ゾ ー ル に よ り約50%程 度 阻 書 さ れ て い た,δ 一AL・Xde.hydrutuseの阻 害 が3
一 ア ミ/ト リ ア ゾ ー ル の}{た る 作 用 だ と さ れ て い る の で そ の 条件 は 充 分 満 た さ れ.て'いた。 尚1't・rl・-
itrothio"は特 にALAdt・hydratase盾性 へ は 影 響 を 及 ぼ さな か っ た。
Tabte3一欄 の 結 果 はfenitruthionによ るcyt..P-450の減 少 か ら回 復 の 過 程 に お い て ヘ ム 合 成
が 関 与 し て い る こ と を示 唆 して い る。
Table3-▽工工工Ef'Eectof3-Aa;inotriazoleontheAc=tionofFe.niヒrothion
Pretreatment Trecfttment
Contro].
Aminotriaセ01e
コ ロ
Am■no七r■a7 .)1e
AniinotriaZDIe
Control
Control
Fenitrothion
く2hr)
Amino{二riazole
÷
Fenitrothion
{24hr}
CyヒochromeP--450Amエnopyr■ne
(㎜ole/mqprotein>t・1・-detnp,thylat=Lon
0畳908±0.035
0.555±0.023
0.510±O.Ol7
0.601±O.013
12.32±O。56
7.52二 二 〇.55
2.95±0`28
8甲47±O.34
Miceweretreatqdwith3-aminotriazole(3g/kq}24hrb(;.fore、
togetherwithfenitエothion(100Tng/kg)andsacrificed2hrand
24hraftertheadminis七rationoffenitrothion.
A皿inopyrinrN-d色me七hyユ 己七ionwasdeヒerminedby9,000xgsuper-
natantandekpressedasthemetabolitepxoducadinnmo工es/mq
protein/30min.Valuesarethemean±S.E.ofしheIneanoffour
コ 　
ors=しX1筑 ⊥ce・
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3-7Fenitro七hionに よ る ミ ク ロ ソー ム の 稔 ヘ ム 量 へ の 影 響
Fenitrothion投与によ るcyt.P-450量の減少が何に起因す るかを知 る目的で ミクロソームの
総ヘム量への影響を検討した。Table3-Rから明 らかな ように,fenitrothion投与か ら2時 間
後の ミク ロソームの総ヘム量は対照 値に比 し約10%程度の減少がみ られた。 この減少量 ではcyt.
P-450量の減 少を充分 に説 明し うるものではないが,一 定程度の ヘムの分解が生 じてい ることが
示唆 され る。
Table3-IX
Effectoffenitro七hiononmicrosomalprotoheme
contentinmouseliver
Treatment
Con七rol
Feni七rothion
Protoheme
(nmoles/mprotein}
1.640±O.096
1.444±0.076
Miceweretreatedintraperitoneallywiー ヒh
fenitrothion(100mg/kg)2hrprior七 〇sacrifice .
5-8考 察
有 機 リン 剤 に よ る肝 薬 物 代 謝 酵 素 の 阻 害 機 構 を 解 明 す る た め にfenitr・thi。nを中 、C・eeして 肝 ミ
ク ロ ソ ー ム の 構 成 因 子 に つ い て 検 討 を 加 え た。
Fenitr。thionはNADPHcyt.Cr〔xductase活性 を わ ず か に 減 少 させ るDg薬 物 代 謝 酵 素 系 に
お い て 中 心 的 役 割 を担 っ て い るcyt.P-450量を 顕 著 に 減 少 させ た 。 こ の こ と か ら,fenitrothion
に よ る 薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 は 主 と し てcyt.P-450量 の 減 少 に 起 因 す る こ と が 明 らか に さ れ た。 ま
た・fenitrothionはミク ロ ソ ー ム に 存 在 す る も う一 種 の ヘ ム た ん ぱ く質eyt.b5に は 影 響 を 与
え な い こ とか ら,cyt.1一450に 選 択 的 に 作 用 し て い る こ と が 考 え ら れ る。 この よ う な 選 択 性 が存
在 す る こ と は ・ 諸 種 有 機 リ ン 剤 とcyt・P-450と の 差 ス ペ ク トル の 研 究 か ら92}　95～またcyt.P-
450がP=S体 の 結 合 の 場 で あ り,か つ 代 謝 を 受 け る 場 で あ る こ と か ら も 支持 で き る。
Cyt.P-450量 の 減 少 はinvitroの実 験 か ら さ らに 明 らか に され た。 即 ち,NADPHの 存 在
下,非 存 在 下 に 各 種 有 機 リ ン剤 のcyt。P-450へ の 影 響 を検 討 し た と こ ろ,NADI・Hの 存 在 下 で
はcyt・P-450量 の 顕 著 な 減 少 が み られ た。NADI・Hの 非 存 在 で は 何 ら影 響 は み られ な い。 ま た
有 磯 リ ン 剤 の 構 造 の 面 か らみ て み る と,P=S体 は い ず れ もcyt.P-450量 を減 少 させ た 規P=
0体 は 無 効 で あ っ た。 同様 な 結 果 はStevensによ っ て も報 告 さ れ て い る10s)。
この 結 果 は,有 機 リ ン 剤 がcyt.P-450量 を減 少 させ る場 合 に は,有 機 リ ン 剤 自 身 が 薬 物 代 謝 酵
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L素によ り酸化的変換を受 けることが必要であるとい う重要な結論 を示 している。
この事実はinvivoにおいて もほぽ確認 された。 即 ち,フ ェノパルビタールやSKF525-Aの
前投与 によ りあ らか じめ生体の薬物代謝活性 を変動 させておいた条件下ではfenitrothionによる
cyt.P-450量の減少の程 度が著明に影響 された。
有機 リン剤の生体内酸化的代謝経路 は個々の有機 リン剤の構造によって異なるが,invitroで
cyt.P-450量を減少 させ うる有機 リン剤に共通する代謝経路は酸化的脱 硫化であ る。 この酸化的
脱硫化がcyt.P-450量の減少 を もた らす機構で あることが最近になって35S-Parathionを用
いたinvitroの実験 で証明 された33)。ミクロソーム と35S-ParathionをNADPH存在Fに イ
ンキ ュベ ー トす ると酸化的脱硫化 をうけ遊離する35Sが ミクロソーム膜に結合 した形 で得 られ,こ
の状態では薬物 代謝酵素活性およびcyt.P-450量が顕著 に減少 したと報告されてい る。35,Sのミ
クロソーム膜への結合量はフェ ノバル ビタール処理で増加すること も明らかにされて いる。
Normanらによ り報告された この結果は本研究において得 られ たinvivo,invitroの結 果とほ
とん ど一致 する。従 って,有 機 リン剤 は生体内において酸化的脱 硫化を受 けP=0体 としてよ り生
体影響の強い代謝物に変換 され る一方,遊 離 し,ミ クロソーム膜に結合 したS原 子,他 の代謝物は
cyt.P-450量を減少 させ ることによ り薬物代謝 を阻害する とい う二重の影響 を生体に与え ること
にな る。
薬 物代謝酵素 の阻害剤 と知 られている多 くの薬物は,後 には誘導効果を示す ことが明 らかに され
ているDS・fenitrothionの場合 も同様に 二相性の効果 を有す ることが明 らかにな った。 この誘導
効果について も有機 リン剤の生体影響 として考慮 されなければな らない。
上述した如 く,有 機 リン剤によるcyt.P-450量の減少は生体内酸化的脱 硫化に ともな う結果に
よるこ とが明 らかに され たが,Cyt.P-450量の減 少はどのよ うな機構に起因す るものであろうか
?。この点につ いては現段 階ではほとんど明 らかに されていないが可能性 として以 下の 三点があげら
れ る。
(IJヘムない しはチ トクロムの合成阻害
(2)一酸化 炭素 とcyt・P-450の結合の阻害あるい は結合 して も特徴的な吸収スペ ク トルを示さ
ない。
{3}Cyt、P-450の分解 とくにヘム部分の分解
{11Vlつい てはfenitrothionによるc)-t.P-450の減少は投与後1～4時 間 とい う早い時間にみ られ
ることと・ たんぱ く合成阻害剤であるシクロヘキ シイ ミドを投 与して も早い減少 はみ られない こと
109)から否定できる
。(2)にっいてはその 可能性は高いが,こ れ までその ような機構はjnvivoでは
ほ とんど知 られていない。(3〕についてはfenitrothionによるcyt.P-450の初期の減 少か ら回復
の過程 がヘム合成の阻害 剤であ る3一 ア ミノ トリァゾールである程暦抑 制され ること,ま た ミクロ
ソームの総ヘム量 がfenitrothionの投与によ り10%程度では あるが減少 することか ら,(2)とki]"SI
に可能性が高い と考えられ る。 また② の段階か ら{31の機構へ移 ってい く可能性 も想定で きる。
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lhロ ソ ー ム に は ヘ ム を 分 解 す るh←nl←oxygel)asf,が存 在 す る こ と がTenhaneriらに よ り明 らか
に され て お ゲ 虻1u'.ht・rn{JoxygtLt)ust・は 基 質 で あ る ヘ ミ ン の 投 与 あ るい は コ バ ル トの 投 与 に よ り
誘 導 きれ112113),乙れ らの 処 理1こよ り{・yt.1一450.薬物 代 謝 舌 性 の 減 少 が み られ る こ とか ら114トu61
ht-iiwu.x'yktc・llast・に よ ろ ミ ク ロ リ ー ム て の へ!-・の 代 謝 は 概 め て 容 易 で あ る と推 察 され る。
CM.1一450を 減 少 させ る 多 くの 薬 物 は(3}の結 果 に よ る こ と が 多 いll7)Ntm),しか な が ら,ヘ ム
の 分 解 が 薬 物 に よ る1酵鮒 」な もの か,あ るい は 代 謝 産 物 等 の 結 合 に よ りcyt.P-450な い し は,・yt.
P-450周 辺 の 環 境 に 変 イヒを牛 じ.ヘ ム 部 分 が 代 謝 を 受 け 易 い 状 態 に な る こ とに よ る もの か に つ い
て は イく明 な 点 が 少 な くな い 、
fl機ilン剤 の 場 合 に は,ミ ク ロ ソ ー ム の 状 態 に っ い て は 明 らか に さ れ て い る の で あ る 瓠 それ が
{'.vt.P-450の減 少 に どの よ う に 関 連 し て い る か に っ い て は 今 後 の 詳 細 な 検 討 が 必 要 か と思 わ れ る。
有 機 リ ン剤 に よ る ・・yt.P-450の減 少 が いず れ の 機 構 で 行 わ れ る に せ よ,そ の 代 謝 に と もな い 薬
物 代 謝 酵 素 に 影 響 を 及 ぼ す こ と,ま た 他 の 薬 物 に よ っ てcyt.、P-450の分 解 が 行 わ れ る こ と は 多 数
知 られ て い る こ とな どか ら,(・yt.P-450ない し そ の 環 境 は そ れ ほ ど堅 間 な もの で は な い こ と が 示
唆 さ れ る。
こ の よ うな 薬 物 に よ るcyt.P-450の 減 少 が ど の よ うな 代 謝 痒 物 で も た ら され て い る の か ,あ る
い は どの よ う な 機 作 で 行 わ れ て い るの か を 詳 細 に 把 握 す る こ と は 医 薬 品 は じ め生 活 環 境 中 に 存 在 し
日常 的1こ接 す る 機 会 の 多 い 化 合 物 の 開 発 の 面 に お い て も重 要 な 課 題 だ と思 わ れ る。
ま た 有 機 リ ン 剤 に よ り も た ら され る ミク ロ ソ ー ム 膜 の 修 飾 は(・yt.P-450を取 り ま く 環境 の 生 化
学 的 解 明 に 役 、ア ち う る と 考 え られ る の で 今 後 と も詳 細 な 検 討 を 加 え る 必 要 が あ る。
24
第4章 二硫化炭素による薬物代謝酵素阻害
一二硫化 炭素の投与ないし吸人に よる薬物 代謝酵桑盾性への騨響についてはすでに ラ.ト,ヒ トに
おいて検 討が加 え られ て きているlml)'s-1as).Bundと1〕eMa員dsは硫化炭素投与によ リラノNII
薬物代謝酵素 活性 は急速に低 下し,低Fし た状態が3日 間に わた一」て持続 することを明 らかに し.
それはF.としてc・yt.P-450舅の減少に起因する1と を明 らかにしたi22・。またフェ ノバル ヒti一ル
の前投 与は 一1硫化炭素投 与によるcyt。P-450最の減少の程度を増加 きせ た「z7。またSokalは
硫化 炭素吸入によるcyt.P-450量の減少 を明らかに してい る戦 しか しなが らFrtiimdtらは二硫
化 炭素吸入 によ り薬物 代謝酵素盾性の低Fは み られ る窟cyt.t一450罎の減少はみ られ ない とし
⑳ ～1病 最近の報告では ミクロソームの燐脂質含最が増加す るとし.ミ クロソームの構成成分の変
動が主因 ではないか と述べ ている四)。
このよ うに=硫 化炭素に よる薬物代謝酵素の阻冑機構 については必ず し も一致 した見解は得 られ
ていない。
ところで,最 近になって,Dolviらは二硫化炭素は ミクロソームで酸化的脱 硫化 を受け,その 陳
式はNo皿lanらによ り報告 きれた有機 リン剤であるParathjonと類似す ることを報 告して い樹1～
この事実 は,二 硫化炭素による薬物 代謝酵素への影響は有機 リン剤 と同様 な機作 に もとつ くこと
を示唆 するものであ り,マ ウスにっいての=硫 化 炭素の影響を知 ることが必 要とな り検 討を試み た
37≧
4-1二 硫化炭素によ る薬物代謝酵 素阻害
Table4-1は正常動物に 二硫化 炭素 を腹膣内投与 し,12時flZ24時間後の薬物代謝酵素活性
およびeyt・P-450量を測定 した結果 を示 したものである。BondとDeMatteisによ り報告され
ているよ うe(tZi～マウスにおいて もcyt.P-450の持続的な減少が得 られた。
次に、絶食 したマウスでの 二硫化炭 素の投与後初期の効果にっいて検討 したのがTtible4-ilで
ある。二硫化炭素投与か ら2時 間後 にやは り薬物代謝酵素 活性 および{:yt.P-450掃の顕 薯な減 少
がみ られた。"
4-2肝 薬 物 代 謝 酵 素 活 性 変 動 時 に お け る 二 硫 化 炭 素 の 効 果
DeMatteisとSeawrightはフェノバ ピルビタールの前投与は二硫化炭素によるcyt.P-450の
減 少効 果を増加 させ ることを報告し吻 またDalviらは同様 な処理は ミクロソームで酸化的説硫化
を うける二硫化炭素の量が増加し,結 合す る〔S〕 の量 も増加す るこ とを報告している34)。
二硫化炭素によ る薬物代謝酵 素活性の阻害効 果がその生体内酸化的脱硫化 とどの程度関辿 してい
るか を知 る目的で以 下の検討 を行った。
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Table4一 工
Effec七 〇fcarbondisulfideonmicrosomalcytochromeP-450conten七
anddrug皿etabolisminmice
t工1=reat」menl二 CytochromeP-450
(nmoles/mrotein)
コ の
A皿■nopyrユ,ne
N-dernethlation
Conヒro工
Carbondisulfide
12hr
24hr
0。879±0・02
0.710±O.Ol
O・672±0.02
13・78±3畳46
7置92±0.19
Micewereinjectedintraperitonea]ユywithcarbondisuユfide{0.5m1
/kg}andsacrificedatthetimeindicated.Theenzymeactivi七yis
expressedasthemean±S.E。ofthemetaboliteproducedin㎜01es
/rngprotein/30min.
Table4一工工
Effectofcarbondisulfideonエnicrosomalcytoch]o皿eP-450
contentanddrugmetabo=Lism
田reat皿ent(=yセochromeP450
(nmole/mgro七ein)
N-Demethylation
(n皿ole5/rng
Hydroxyla七ion
reo七ein/30min)
Contro工
CS2
0.939
O.631
13.21
5.19
4,79
0.54
}'ticewereinゴectedintraperitonea1lywi七h¢arbondisulfide
(0.5mユ/kg)2hrpriortosacrifice.Eachvalueisthe皿eanof
twodeterrr.inations.
Table4一亘は フェノバル ビタールの前投 与によ りあ らかじめ・薬物 代謝酵素活性 を上昇させ た時
の二硫化炭素の効果を検討した結果である。 フェノバル ビタール投与によ り増加 した活性は二硫化
炭素を投与す ることに よ り著明に減少 し,正 常動物の活性以下へ と低下 した。
Table4-IVはSKF525-A前処理時 におけ る二硫化炭素の効果を検討した結果であ るが,ア
ミノピリン脱 メチル化活性 アニ リン水酸化活性ともにSKF525-Aで 阻害されてい るレベル以
下に低下 した。
Table4一払4-1'lrの結 果か らは,二 硫 化炭素による阻害効果が生体内酸化的脱硫化の程度 と
密接に関連 しているとは言えないが,単 に薬物代謝活性のみでは必ず しも良い指標とは言えず,今
後 さらにcyt.P-450量との関連について検討していくことが必要である。
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Table4一 工1工
Effectofcarbondisulfideondrugmetabolismin
phenobarbita1一 しreated皿ice
「工reat纂=en「ヒ N-De皿ethylationHydroxylation
(nmoles/mgrotein/30min)
Controll2.80十
Phenobarbita120.86十
Phenobarbital
/lh:量菖纒i謝kg)7・58±
+CS2(0・5mエ/kg)5・96±
1.21
L35
o.91
0。62
5●99十 〇.62
9・93十1.49
4・07十 〇・35
2.70±0。84
飼iceweretrearヒedwirヒhsodiumphenobarbエta(80
mg/kq)dailyfor2days,andthenreceim∋dcarbon
disulfide.Micewerekilled4hraftercarbondi噛
sulfide.
Table4-IV
Effectofcarbondisulfideondrugmetabolis凪
inSKF525-A-「 ヒreatedmice
Treatment N-D¢methylationHydroxylation
(nmoles/mrotein/30min)
Control
SKF525-A
SKF525-A
+CS2
14.81±1.21
6.57±0.8=L
3.74± 0.47
5・08±0.35
2.76±0.11
0麿60±0・05
Miceweretreatedin七raperitonea工lywit=hSKF
525-A(40mg/kg)lhrbeforetheadministrationof
carbondisulfide{0.5ml/kg).Micewerekilled
4hraftercarbondisulfideadministration
4-5考
二硫化 炭素が薬物代謝酵素を阻害す ることはすでにラッ ト,ヒ トで報告 されてい る⑳、1翫。阻害
機構 として はcyt.P-450量の減少に起因 する としている考え方 と全く別の機構 を提出している1
通 りの報告がみ られ る。 マウスにっいて二硫化炭素の効果を検討したところeyt.P-450の減少が
顕 著にみられ,阻 害機構 として はcyt.P-450量の減 少に起因す るものであることが示 唆された,
Cyt・P-450の減少を もた らす機構 としては,二 硫化炭素 も有機 リン剤と同様に酸化的脱 硫化を
うけS原 子の結 合した ミクロソームが得 られ る ことか ら,生 体内酸化的脱硫化に ともな うミクロソ
ーム膜へのS原 子の結合によ るこ とが示唆 され る。
こ の 点 に っ い て は 最 近 のDeMatteisの 報 告 で 明 らか に され た35)。 即 ち,invitroで ミク ロ
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ソ ー ム と'硫 化 炭 素 をNN1)PH存 在Fに イ ン キ ュベ ー トす る と ・3sSの結 合 し た ミ ク ロ ソ ー ム が
得 られ 同 時 に 咽・y1.P-450量の 菩 明 な 減 少 が み られ た と報 告 し て い る。 同 様 にparathion.phen-
y1塗hi{川r・・aで も有 効 で あ り,生 体 内 酸 化 的 悦 硫 化 を うけ る薬 物 は す べ てcyt.P--450の減 少 を ひ
き お こす"τ能 性 を 示 唆 し て い る,
し か し な が ら.invitreで 得 られ た 結 果 は そ の ま まinvivoに 適 用 す る こ と は で き な い 。 と く
に 葵 物 の'1体内 に お け る 代 謝 経 路 は 複 雑 で あ り,ま た 薬 物 代 謝 酵 素 に よ る 酸 化 的 代 謝 は 種 々 の 様 式
が 知 ら れ て お り.inl、'il、'uでの セ た る代 謝 様 式 が 必 ず し も 酸 化 的 脱 硫 化 に は な らな い こ と も あ り う
る 、
=硫 化 炭 素 の 薬 物 代 謝 辱 素 に よ る 代 謝 揉 式 が有 機 リ ン剤 と 類 似 し,か つinvivoに お け る薬 物 代
謝 酵 素 昌IL廓こつ い て も 』己様 な 効 果 を 有 す る こ と か ら,一 二硫 化 炭 素 は 有 機 リ ン剤 の 作 用 機 構 を 解 明 し
て い くt:で き わ め て 有 効 な モ デ ル化 合 物 と な り う る こ と を 意 味 す る。
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L第5章 有 機 リ ン 剤 に よ る 肝 δ 一Gmin。1evulj-
njcacidsynthetaseへの 影 響
δ 一Amhlo」evulinicacidsyn重heta5e(以ドALAsynthetasc'とす る)は ミ トコ ン ト'リァ に
存 在 す る酵 素 で ヘ ム 合 成 経 路 の 最 初 の 反 応 を 触 媒 し,か つ ヘ ム 合 成 の 調 節 酵 素 で あ る こ とが 明 ら
か に され て い る 凱1概 、 これ ま で に 多 数 の 薬 物 が動 物 肝 のALAsyTithetas.eを誘 導 す る こ とが 明
ら か に きれ て きて い る1・Vl;-1鍔。AI、.Xsynthetaseを誘 導 す る 種 々 の 薬 物 の 構 磧 は き わ め て 多様 桝二
に 富 ん で い る た め に,ALAsyntheta肥 を 誘 導 し う る た め の 化 学 構 造 上 の 一一般 化 は,一 一定 の 試 み
は あ る 瓜 困 難 で あ る。 これ ま で 薬 物 に よ るALAsytithetaseの誘 導 の 意 義 づ け に つ い て は 不 明
で あ っ た が,近 年 薬 物 代 謝 酵 素 の 誘 導 とALAsyntht・tabeの誘 導 を ひ き お こ す 薬 物 の 間 に 共 通i
る薬 物 が 多数 知 られ る に っ れ,肝 臓 に お け るALAsンnthetaSeの 誘 導 と 薬 物 代 謝 酵 素 と の 関 遵 性
が 沖 目 され る よ う に な っ て き て い る。 即 ち・ ミ ク ロ ソ ー ム の 薬 物 代 謝 酵 素 系 に お い て 中 心 的 な 役 割
を 担 一.てい るcyt.P-450に ヘ ム を 供 給 す る た め にALAs}iithetag.eの誘 導 が 起 き る の で は な い
か と い う こ とが 想 定 され て い る。 た と えば.薬 物 代 謝 の 誘 導 剤 と して よ く知 られ て い る フ ェ ノバ ル
ビ タ ー ル・ ベ ン ツ ピ レ ン,バ ル ビ タ ー ル 類 はALAs}TithetaSeを誘 導 し,薬 物 代 謝 酵 素 の 誘 導 と
か な り よ い 相 関 が 得 られ て い る騰}～㎜ 三 ま た 生 盾 環 境 へ の 蓄 積 が 問 題 と な っ た 有 機 塩 素 化 合 物 も薬
物 代 謝 酵 素 お よ びALASynthetaseを 誘 導 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い るmo)1co)。
一方 .ALAsynthetaSeの 誘 導 剤 と し て よ く知 られ て い るAIA,DDC,グ リセ オ フ ル ビ ニ
等 は 投 与 後 初 期 に ミク ロ ソ ー ム のeyt.P-450量 を 顕 著 に 減 少 させ る こ とが 明 ら か に され た=η),
Ml)～戦DeMatteis ・MeyerとMarverはAlAを 用 い た 実 験 結 果 か ら1心 上動,ALAsyn1.he一
竈aseの 誘 導 はAlA投 与 に よ るcyt.P-450の ヘ ム の 分 解 に よ り,肝 臓 中 の ヘ ム 含 量 が 少 な くな
る た め に フ ィ ー ドバ ッ ウ 制 御 が とれ て 誘 導 が 起 こ るの で は な い か と推 論 し て い る1鰯1嘱 。AI.、 の
場 合 は 薬 物 代 謝 酵 素 の 誘 導 は 投 与 後 後 期 に み と め ら れ て い る。
薬 物 に よ るALAsynthetaseの 誘 導 の 過 程 に お い て は 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン に よ る"許 容 効 果"146'
あ る い は!tグ ル コ ー ス 効 果"n7)"Lle)も認 め られ て お り,誘 導 の 詳 細 な 機 構 に つ い て は 未 解 決 の 問
題 も少 な くな い よ う で あ る が ・ 上 述 し た 如 く・ 薬 物 が 肝 ミ ク ロ ソ ー ム の 、・yt.P-450創蓄{の増 加 あ
る い は 減 少 を もた ら す の で あ れ ば,い ず れ の 場 合 もALAsynthetaseの 誘 導 が み ら れ る こ と が 推
察 さ れ る。
有 機 リ ン 剤 はcyt・P-450の 減 少 を も た ら す こ と が 明 ら か に な っ た の でALAsynthelas('活Vll
へ の 影 響 に 興 味 が も た れ 検 討 を 加 え た36)。
5-1Feni七rothionに よ るALAsynthe七ase活 性 へ の影 響
ALAsyt)t.hetase盾性は動物 を絶 食す ることによ り1-昇す ることが知 られ てお り靴 またd:常
動物 と絶食動物では薬物によ る誘導に差 がみられ ること も知 られてい ろため,正 常動物 およ ひ絶 食
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動物につい て検 討してみた。
Fig.5--1はfenitrothion(100mg/晦)をマウスに投与 しALAsynthetase活性の経時変化 を
示 した ものである。Fenitrothionによ り明らかにALAsynthetase活性の上昇がみ ら礼 正常
絶食動物いずれの場 合 も対照に対す る上昇率 はほぼ同程度 であった。ALAs}mthetase活性の上
昇の最大値は投 与か ら4時 間後でみ られ,12時間以内に正常値 まで回復した。Fenitrothionによ
るAL.、s}nt,hetase活性の 上昇はcyt.P-450量の減少 と時間的}c-一致 してい る。 またマウスに
おけ る誘導効果が強 いとされ ているDDCを 投与した結果 と比較するとそれ程強い効果 を有 してい
ない ことがわか る。DDCは24時 間後 も尚効果が持続す る。ALAsynthetaseの誘導はたんぱ く
合成阻害剤 であ るシクロヘキ シイミドによって抑制 され ることが知 られているので蹴 シクロヘキ
シ イミドの前処理をした ところ,fenitrothionによるALAsynthetase活性の上昇が抑制きれ る
こ とか ら,こ の活性 上昇は酵素たんぱ くの新 らしい合成に もとつ くことが確認され た。
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Micewereinjectedintraperitoneallywithfenitrothion(100mq/kq} .
Fig.5-1で 示 し た よ う にfellitrothionによ るALAsynthetaseの増 加 は投 与 後4時 間 で 最 大
値 が え られ た の で,次 い でfenitrot,hionの投 与=量とALAsynthetaseの 活 性 の 関 連 を 投 与 後4
時 間 で 検 討 し た の がTable5-1で あ る。
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Table5一 工 Dose-responseRelationshipbe七weenFenitrothion
andALASynthetaseActZvi七y
Treatmen七 左iLAsynth臼taseactivitY
nmoles、配LA/ii▽er/hr
Control
Fenitrothion
50mg/kg
200mg/kq
300mg/1くq
50.9±5.8
97・9十8。8
123.3±13.1
116・=1±7.4
Fen.it:othionwasadminis・ ヒered・ヒofastedrnice4hrbefere
sacrificea'ヒ ・ヒheindicateddoselevels.
VaZuesaret二hernean±S.E.offourtofivemice.
Fenitrothionによ るALAsynthetase活性 へ の 影 響 は あ る 程 度 投 与 量 に 依 存 し,200m9/xKgの
投 与 で 最 も強 い 増 加 が み られ,そ れ 以 上 投 与 量.を増 し て も さ ら に 強 い 効 果 は み られ な か っ た 。
5-2各 種 有 機 リ ン 剤 に よ るALAsynthetase活 性 へ の 影 響
FenitrothionO(よるALAsynthetase活性 の 上 昇 が 明 らか に され た の で,他 の 有 機 リ ン剤 に っ
い て も検 討 を行 っ た。 結 果 はTable5-llに 示 す 通 りで あ る。
Ta]ble5一 工工
Effectofsomeorganophosphateinsecticideson
A工・Asy』nthetaseactivity
Treat二'lent ALAsynthetase
(nmolesALA/liver/hr)
Control
Diazinon(100rng/kg)
きlalathion(300mg/kg)
DD▽P(25mg/kq)
52.3±
82.4±
68.3±
51.2±
??
?
?
?
「?
?
?
?
?
?
?
?」
「」
?
Micewereinゴectedintraperitoneallywith
organophosphateinsecticides4hrpriorto
sacごifice.
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薬 物 代 謝 酵 素 を 阻 冑 す る こ とが 明 らか に さ れ たdiazin{,nやmalathi`mはiご界率 に 差 は み ら れ る
が・ や は り.、L、s}iithc;Ltaseの誘 導 を ひ き お こす こ とが 明 らか に な っ た,一 一方,DD一VPはAL
.XΨ 甫letとしse活 性1こは ほ と ん ど影 響 しな い こ とが 明 らか に な っ た 。 こ の こ と か ら,薬 物 代 謝 酵 素
を 阻 害 す ろP;S体 の 有 機 リ ン 剤 は.、LAs}nthetaseを誘 導 す る こ とが 考 え られ る 。
5-3フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル 、SKF525-A前 処 理 時 に お け るfenitrothion
のALASyn七hetaseへ の 影 響
薬 物 に よ る.XI、AsyllU蛇taseの誘 導 に 際 し て薬 物 自 身 が 生 体 内 代 謝 を うけ る こ とが 条 件 と な る
場 合 が あ る,た とえ ば.XIAやD】')Cに よ るAI、Asynthetaseの誘 導 がSKF525-Aの 前 投 与
に よ り陥IEさ れ る こ と が 知 られ て い る1羽)。Fenit,rothionによ るALAs}¶the甑 恥 の 誘 導 がfeni-
trothio【】 口身 の 生 体 内 代 謝 と どの よ うに 関 連 し て い る か,即 ちeyt.P-450の 減 少 と も 会 め て,
知 る 目 的 で以Fの 検 討 を 行 っ た。Tabie5一 剛は フ ェ ノバ ル ビ タ ー ル を 前 投 与 し た マ ウ ス にfenit-
「dhionを投'∫し,4時 間 後 にALAs}τLthetate活性 を 測 定 し た結 果 で あ る。 フ ェ ノ バ ル ビ タ ー
ル がALXsynthetag,e盾性 射 曽加 さ せ る こ とは す で に 述 べ た が ,「rable5-Hで み られ る よ う に
そ れ 程 強 い 効 果 は み られ な か っ た 。Wadaら の 報 告 で も マ ウ ス で は 誘 導 は 弱 か っ た 且η フ ェ ノ バ ル
ビ タ ー ル 前 処 理 マ ウ ス にfenitrothionを投 与 し て も 予期 し て い た よ う なAI .Asynthdas七の 誘 導
の 増 強 は 得 られ な か っ た。Padmanabanら も フ ェ ノバ ル ビ タ ー ル の 前 処 理 でALAsynthetaseの
誘 導 剤 の 誘 導 効 果 の 増 強 は得 られ な か っ た と し て い る1鉛 。 そ の 理 由 は 明 ら か で は な い 。
Table5一 工工工
Effectofpretreatmentwithph∈ …nobarbitaionthe
■ncrease二LnALAsynthetasebyfenitrothion
Treatment ALAsynthetase
(nmoSesALA/qliver/hr)
Control`64.5±i.5
Phenobarbital82.ユ ±5.5
Phenebarbital+Fenitrothion125.5±X4.6
Miceweretreatedwithphenobarbital(80mg/kg)
dailyfortwodays.
次 い で,SKF525-4前 処 理 に よ るfenitrothionのAI、As}nthetase誘導 効 果 へ の 影 響 を 検
討 し た 結 果feTable5-[Vに示 す 。SKF525-AはALAsynthetase活 性 に は と く に 影 響 し な
い。1,"enit,rothi⑪nによ るALAsynt .hetaseの誘 導 効 果 はSKF5窃 一Aで 幾 分 抑 制 され る よ うに
み え る が 顕 著 な もの で は な い。SKF525-Aはfenitrothionに よ る(ryt.P-450量 の 減 少 を完 全
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蕾able5-IV
EffectofSKF525Aon『 ヒheincreaseinALAsyntheしase
byfeni咽 ヒrot二hion
Treatmen七 ALA5ynthetase
(nmolesALA/ユi▽er/hr}
Control
SKF525A
SKF525A+Fenitro七hicn
53.二L±3.4
59.9±4.1
95.3±5.8
Micewereinゴectedinもraperitoneaエ ユywi『 ヒhSKF525A
(40mq/kg)lhrbeforefeni・ ヒrothion(lOOmg/kg).
に 阻 止 す る こ とは 出 来 な か っ た の で.そ の 点 の 考 慮 が 必 要 か と 思 わ れ る。Table5-H、5-ilの
結 果 か ら は,fe【】itrothiolLによ るALAsyntl'etaseの誘 導 効 渠 がfellitr{,thh,1jの生 体 内 氏 謝 と
関 連 し て い る こ と を 明 確 に す る こ と は で き な い。 こ の 点 に つ い て は き らに 詳 細 な 検 討 を 加 え る こ と
が 必 要 で あ ろ う。
5-4ろ 一 ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル とfenitro七hionの 併 用 効 果
3一 ア ミ・ノ ト リ ア ゾ ー ル は ヘ ム 合 成 の 阻 害 剤 で あ1)・ そ の 結 果 と し て 細 胞 内 ヘ ム 最 の 減 少 に 伴 い
薬 物 代 謝 酵 素 盾 性 や 咽・yt.P-450量が 減 少 す る こ と は 前 述 し た10u)虹17)、 方,3-一 ア ミ ノ ト リ ァ ノ
Hル は 投 与 後 初 期 にALAsymh ゼtascの誘 導 効 果 を 有 す る こ と がWu{㌃dδに よ り報 告 きれ て い るLII
この こ とは3一 ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル 投 与 に よ る ヘ ム合 成 の 阻 害 に よ り利 用 さ れ うる ヘ ム の 減 少 に と
もな い ヘ ムに よ る フ ィー ドバ ッ ク 制 御 が と れ る た め と 考 え られ る。3一 ア ミ ノ ト リ ァ ゾ ー ル とf壷・i止
trothionの作 用 部 位 が 異 な る点 か らALAsynthetascの誘 導`こつ い て 興 味 が もたれ 検 討 を 加 え
た。
Table5-Vは3一 ア ミ ノ ト リ ァ ゾ ー ル とfenitr{〕thionの[i]1時投 与 を 行 っ た 後.4騨ll1後24
時 間 後 のALAsynthetase活 性 を 測 定 し た 結 果 を 示 し た もの で あ る。3一 ア ミ ノ ト リ ァ ブ ー ル投
与 か ら4時 聞 後 に 約40%程 度ALAsynthetase活 性 の 増 加 が み られ,fenitrvthionの投'」に ょ
りさ ら に 強 い 増 加 が み ら れ た 。 両 者 の 投 与 か ら24時 聞 後 に お い て もな お 初 期 に 誘 導 さ れた 高 い 活 性
が 持 続 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 両 者 の 投 与 はAI、Asyiithetag.eの持 続 的 な 誘 導 を もた ら
す こ と は 第3章 で.示し た 結 果(Table3-W)を 支 持 す る もの で あ る。
33
L
Table5-V
Effectofthesimultaneousadminist二rationof3-amino「 」
triazoleandfenitrohtionontheincreaseinA工A
svnthetase
Treatment ALAsynー ヒhetase
(nmolesALA/91iver/hr)
4hr 24hr
Control
AIこino七riazole
)rminotriazole
十
Feni七rothion
52・6±4.4
74.7±1=L。1
143.2± ユ7●5
65●2±6.1
64.8±6・7
126・1±9.2
3-Aminotriazole(3g/kg)andfenitrothion(100mg/kg)
wereadr血iniste写edsimultaneouslytomice・
5-5考 察
有 機 リ ン剤 が マ ウ ス肝 薬 物 代 謝 酵 素 を 阻 害 し,か つ そ の 阻害 は 〔,yt.P-450量の 減 少 に 起 因 す る
こ と が 明 ら か に され た29)～3馬
近 年,薬 物 代 謝 酵 素 に 作 用 す る 多 く の 薬 物 が,程 度 の差 は あ れ,ヘ ム 合 成 の 第 一 段 階 に 位 置 す る
AL,、synthetaseの誘 導 を もた らす こ とが 明 ら か に さ れ るに つ れ 両 者 の 関 連 性 が 注 目 さ れ て き
て い る。
これ ら の 点 か ら,有 機 リ ン 剤 に よ るALAsynthetase活 性 へ の 影 響 に つ い て 興味 が も た れ,検
討 を 加 え た。 そ の 結 果.現 在 広 汎 に 使 用 さ れ て い る 有 機 リ ン 剤 の 一 種 で あ るfenitrothionはマ ウ
ス 肝ALAsynthetaseの 誘 導 を もた らす こ と が 明 らか に な っ た。Fenltrothionによ るALAsyn'
tt)et,ast.Lの誘 導 は 投 与 後 初aCi4みられ,4時 間 饅 に 最 大 値 に 達 し,12時 間 以 内 に 正 常 値 に 回 復 した。
1]enitrd)t.hjunによ る 、LAINmthetase活性 の 上 昇 は 約2倍 程 度 で あhrマ ウ ス に お け る誘 導 剤 と
し て 「知られ て い るDDCに 較 べ る とf乍用 は 弱 か っ た。'
Fvr)itrothiu{iによ る へLAsynthetase活性 の 上 昇 は た ん ぱ く 合 成 の 阻 害 剤 で あ る シ ク ロ ヘ キ
シ イ ミ ドの 前 投 与 に よ り完 令に 抑 制 され る こ と か ら.fpnit.rothionによ る 誘 導 効 果 は,す で に 存
在 す る酵 素 た ん ぱ くの 活 件 化 や 安 定 化 に よ る も の で は な く,新 た な 酵 素 た ん ぱ く の 合 成 に 起 因 す る
こ と が 示 唆 さ れ た.
ま たt'(・nitrothior)KよるXl、 、synthetaseの誘 導 は ミク ロ ソ ー ム のcyt,P-450箪 の 減 少 と時
開 的1こほ ぼ 一 致 す る こ とか ら,こ の 誘 導 はcyt.P-450量 の 減 少 に 対 す る 補 償 的 な 効 果 で あ る こ と
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Lが推定 され た。
薬物代謝酵素を阻害す る他のP=S体 有機 リン剤は投与か ら4時 間後で,程 度の差は あれ,明 ら
かに 一ALAsynthetaseの誘導効果を示した。 これ までの多 くの研究報告と同様に薬物代謝酵 素と
ALAsynthetaseの関連性が 有磯 リン剤につ いて も,支 持 された。
有機 リン剤に よるALAsynthetase活性への影響は これまでの報告にはみ られず全 く新 らしい
知 見である。
FenitrothionによるALAs)m乱hetaseの誘導 機作 を知 る目的 で,フ ェノバル ビタールやSKF
525-Aの前投与に よ り肝薬物代 謝酵素 を変動 させておい た条件Jドでfenitrothionの効果を検討
したが 明確な結論は得 られなかった。 しかしなが ら,AIAやDDCに つ いて もこの様な組合わせ
がALAsyfithetase誘導においては顕著にはあ らわれ て こないことは考慮すべ きであろ う。
一方,3一 ア ミノ トリアゾールとfenitrothionの併用忙 よ り初期の誘導が顕著にみ ら札 増加
した活性は24時 間で もなお維持 され てい た。 この結果の具体的な理由にっいては不明であるが,
両者の投 与に よる ミクロソームのeyt.P-450量の増減 と関連してい るよ うに思 われ る。
上述 してきたよ うに,fenitrothionをはじめ若干のP-S体 の有 機 リン剤に よる新 らしい生体
影響 としてのALAsynthetaSe誘導作用が明らかに され た。 有機 リン剤に よるAI.AsyTtthetase
と薬物 代謝酵素に対す る作用の様 式はAIA,DDCあ るいはグ リセオフルビン等 と類似している
が,現 段階においては,有 機 リン剤によ る初期の{yt.1)-450量に関連 した効果 なのかあるいは そ
れ とは全 く独立 した作用なのかにっい ての厳密な確認は得 られて いない。 上記のALAsyr)ttieitasc,
について も個々の作用部位が異なることも知 られ てお り團～ 今後 さらに これ らの薬物 との組合わせ
等の検討を加え ることによ り有効な結 論を見い出せ ると考えられ る。
ところで,fenitrethi{mの例 で示 したよ うな投与か ら後期,連 続投与に よる薬物代謝酵素や
cyt.P450量の 上昇にALAsynthetaseの誘導が関与 してい ることが推論で きる。 薬物代謝阻害
剤のほとん どが連続投与等に より誘導作用 を示すことは知 られており,詳 細については不明であ る
が・ALAsynthetaseへの影響がそのよ うな二相性効果の発現機構の一つ として考え られ 興味深
い。事晃SKF525-AもALAsynthetaseを後には 誘導す ることがMarver155)によって報告さ
れて いる。
この よ うに薬物 による薬物代謝酵素 とALASynthetaseへの影響にっいて検 討す ることは各種
医薬品や薬物の生態影響をより広汎に把 握で きる点で重要な意義 を有す ると考え られ る。ALAsynth-
etaSeへの影響 を知 ることは,こ れ まで もヘキサクロロベ ンゼ ンによ るポル フィリアの発症の例 や
バル ビタールによ るポル フィリア悪化の例 も知 られていることか ら塒ト 蝿)毒 性学的な評価方法 と
して も有意義だ と思 われ る。
AIA,DDC・ グリセ オフル ビン等 のALAsynthetaseを誘導する薬物の多 くが肝t,ryptoph-
EL・IpyrrolaSeの誘導を もたらすことが知 られてお りve)wo),有機 リン剤について もこの点 もkめ た
さらに詳細な検討が望 まれ る。
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第6章 二 硫 化 炭 素 に よ るALAsynthet。Se
へ の 影 響
'
・rdii化炭 素 は 第4章 で 明 らか に し た よ うに マ ウ ス に お い て もcyt.P-450量 の 減 少 に よ り薬 物 代
謝 酵 素 を 阻 害 す る,=硫 化 炭 素 が 有 機 リ ン 剤 の モ デ ル 化 合 物 に な り う る こ と は 前 述 し た が,有 機 リ
ニ 剤 に よ るNL-Xsynthetast・の i秀導 が 明 らか に され た の で 同 様 な 観 点 か ら 二 硫 化 炭 素 のALA8yn-
thetug.tiへの 影 響 を 験 討 し た 。
6-1二 硫 化 炭 素 投 与 に よ るALAsynthetase活 性 の 経 時 変 化
卜℃nhr{,¢hi〔川の場合と同隊に,=硫 化炭素投 与後のAL-、s}Tlthetase活性の経時変化を検討 し
た結 果をPig、6-1に 示す。Fl9.6-1か ら明らかなよ うに,二 硫化炭素投与に よ りALAl)T}-
thd廿seの誘導がみ られ・投 与から4時 間後で最大値を示 しr24時間以内に正常 値へ と回復 した。
4時間後では約3倍F渡 の ヒ昇であった。 二硫 化炭素によ るryt.P-450の減少は かな り持続 す る
ことが明 らかに されてい るの であるが,lz),ALAs}itthe. aseの24時間以内の正常値への回復の
???
」
。
〉
?
?
、?
?
?。
??
?
?
?
?
?
?
?
?
150
100
50
TiTneafしert=eatment(hr)
Fiq・6"1Ti皿ec。 …e。ftheeffec七 。f・arb。 ・di・ulfid・ 。・h・P・ti・
A工Asynthetaseinmice
Mi。・wereinゴect・dintr・perit三nealzywithcarb。ndi。ulfide
(0.5ml/kg),
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理由については現段階 では不明であ る。 同 一・条件 下での両者の 検討が必要か と考え られ る,
一=硫化炭素によ るALAs}'iLthtslaseの誘導効 果は ほぼ投 与量に依存 してみ られ,0.1m6/Kg
の投与で も有意な誘導 がえ られた。
6-2フ ェ ノバ ル ビ ター ル,SKF525-A前 処 理 時 に お け る 二 硫 化 炭 素 の
ALAsynthetaseへ の 影 響
二 硫 化 炭 素 に よ る 、LAsynthetaSeの誘 導 が 明 らか に され た の で,こ の 誘 導 効 果 と 二硫 化 炭 素
の 生 体 内 脱 硫 化 が ど の よ うに 関 連 す る か を知 る 目 的 で 以 トの 検 討 を 行 っt:、■Table6-1は フ.ノ
バ ル ビ タ ー ル 前 処 理 動 物 に 二 硫 化 炭 素 を 投 与 し た 時 のALAsyt】thelase活性 を測 定 し た 結 果 で あ
るが,フ ェ ノバ ル ビ タ ー ル 前 処 理 に よ っ て も 一硫 化 炭 素 の 効 果 は と くに 増 強 され な か っ た 、 同 様 な
結 果 はfenitroth沁nによ っ て も得 られ た(Tablt:5一 耳)。
Table6一 工
コffectofpretreatmentwithphenobarbitalonthe
increaseinA工 、Asynthetasebycarbondisulfide
TEreatmen七 蓋工,,A.syn'ヒhetase
(nrno]esALA/qliver/hr)
Conしrol
Phenobarbital
phenobarbita1
+CS2【O .2m1!kg)
Phenobarbital
÷CS2(0 .5m1/kg}
?
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?」
??
??
102曹4±3.3
=L47.7±8。1
i・'ticeweretreatedwithsodiumphenobarbital(80
tag/kq)dailyfor2days,andthenreceivedcarbon
disulfide.Miceweresacrificed4hrafte=caxbon
disulfideadministration.
次いで,Table6-∬にSKF525-A前 処理に おけ る二硫化炭素の誘導 効果を検討 した結 果を
示す。SKF525-Aの 前処理によ り二硫化 炭素のALAs}mthetasuの誘導 効果はある程度抑 制
され ることが明 らかになった。
6-5考 察
二硫化炭素は肝 薬物代謝酵素によ り酸化的脱 硫化 をうけることが])alviら,およびDl'MkLtlt・is
に より解明され34)351有機 リン剤 との代 謝様式の類似性が確詔され た。 また二硫化炭素の薬物代
謝酵素阻害がすでに ラット,ヒ トで知 られ てお り,第4章 においてマウスで も確認 し.有 機 リン剤
との薬物代謝酵素に対 する作用 も類似す ることを明らかに した。二硫化炭素は さらに.、L.、syn山哩・
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Table6-1工
EffectofSKS525-AontheincreaseinALAsyn七hetase
bycarbondisulfide
Treatment ALAsyn七heヒase
(㎜oles/1i▽er/hr)
Control
SKF525-A
SKF525-A+Carbondisulfide
55。4±4.5
7ユ 凸1±3・3
117。9±8.3
MicewereinゴectedintraperitonealywithSIくF525-A
(40mq/kg)1hrbeforecarbondisulfide(O.5ml/kg)。
Miceweresacrificed4hraftercarbondisulfide
ad皿inistration.
t.aseも有機 リン剤 と同様に誘導す ることが明 らかになった。
二硫化炭素を投与す ると初期にALAsynthetaseの顕著 な誘導が得 られ、 初期 の誘導 はcyt.
P-450量の減少 と時間的にほぼ一致 した。 正常マウスでは二硫化 炭素によるcyt.P-450量の持
続的 な減少 がみ られてい るに もかかわ らずALAsynthetase活性は24時間以内に 正常 レベルに回
復 してい る。ALAsyrithetase活性は絶食 マウスを使用してい るのでその差 によ るものか も知れ
ない。BondとDeMatt,eisl3絶食 ラッ トでcyt.P--450量の持続的 な減少 を報 告してお りLZI≧ま
たFreundtらは大量の二硫化 炭素の吸収は阻害を増強する瓶 早い回復がみ られ ることを報告 して
い るのでIM),これ らの点 も考慮 した詳細な検討が必要か と思 われ る。
次い で二硫化炭素の生体 内代謝 との関連か らフェノバ ルピタール,SKF525-A前 処理マ ウス
での二 硫化 炭素のAI.Asynthetase誘導効 果を検討した。 その結果、 フ ェノバル ビタ ール前処理
時にはALAsymthetaseの顕著な増加は みられたが予期 したよ うな増強はみられなかった。 一方
SKF525-A前 処理に より二硫化 炭素の誘導効果が ある程度抑 制された。従 って,ALAsynth-
etaseの誘導は二硫化炭素 の生体 内代謝 と関連す ることが示唆 され た。
これ らの結 果か ら,ALAs>nthetase活性に対 する二硫化炭素の効果は有機 リン剤と類似する
ことが 明らかに され た。'
有 機 リン剤と二硫 化炭素は薬物代謝酵 素及びALAsynthetaseに対し同様 な機構で作用 してい
ることが支持 できる。
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L第7章 総 括 お よ び 結 論
有機 リン剤は,コ リンエステラーゼの阻害作用が最 も良 く知 られてお り,そ の生体影響のF因 だ
とされている。 またその他の エステ ラーゼ等諸 腫の酵素 を阻害することが明 らかに され てきてい る..
有機 リン剤に よ る酵素の阻害作用はtlとしてP-0体 によ るものであ り,P=S体 の場合には生
体内において酸化的脱硫化 をうけてP-=(ナ体へ と変換 きれ作用を発現 することが明 らかに されてい
る。1)～7;有機 リン剤 の薬物代謝酵素に よる酸化的代 謝は単に脱硫化のみでは な く無毒化へとつな
が る酸化的代謝 も知 られてい る。 この薬物代謝酵素は脂溶件の種々の薬物によ り影響 され るこ とか
知 られて お り.有 機 リ}剤 について もこれ まで 定 の報告がみられ ている。 しか しなが ら.そ の膨
響の実体についての系統 的な報告は なされ ていない,本 研究は これ までの報 告をふまえ有機 リン剤
の肝薬物 代謝酵素に岐ぽ す影響お よび作用機構の検諒 さらに、 それか らの発竪としての肝 、L、
synthetaseへの影響 を検討 した もの である。
有機 リン剤は マウス肝 薬物代謝酵素 を阻害し.そ の阻害効果は有機 リン剤 の投与後すみやかに あ
らわれ,24時 間後には 正常値へ と回復 する 過 性の様相 を示 した(Fig.2-1,Table2-D。
有機 リン剤に よる薬物代謝酵素阻害は強毒性 とされ てい るpar乱thiOn以外の使用したすべてのP-
S体 でみ られ.一 方.こ れ まで有機 リン剤の生体影響の実体 とされて きたP={,体は薬物代謝酵素
阻害はみ られなかった。
さらに,有 機 リン剤に よる薬物代謝酵素附害には種 、蚤 性差がみ られた。即 ち,雄 惟 ラ ・トで有
機 リン剤に よる有意なβll害が得 られ るのはKg当りの投 与量として マウ スの4倍 も必要であるが 雌
性 ラノトではマウスと同様の阻 害がみ られ た,従 来 薬物代謝酵素は種,系 統 牲差等の内的因 子
による変動が明 らかに されているのであるが39・'40,単に その活性の差 とはみ られず,向 機 リン剤
の代謝様 式の差な どの可能性 もあ り・ 詳細には 今後の 検討が必要とされ る。
Invitroでの有機 リン剤の阻害効果 も明 らかに され,lnvitreの場合には,マ ウス,ラ.、トの
差はほとんどみられなか った。P--0体はinvitr`)でも阻書 効果を示 さなかった。
さらに・ 阻害様式の検討を行ったところ・illvitroでは拮抗 的阻害を示 し、iltviv。では41・拮
抗的阻害 を示した。Invitroとiltviveでの阻害磁式が異な ることが明 らかに されil皇vi、(,で
は薬物代謝酵素のあ る種の修飾が示唆 された。 この修飾については,P-0体 が阻害を示 さない こ
とか ら,従 来よ り酵素阻害の機構 と して考え られてい るいわゆる 鯉リン酸化"に よ るものでは な(,
別の型の修 飾で あることが推論 され る。
これ らの結 果から.P・=S体の有機 リン剤はマウス肝薬物代謝酵 素を阻害す るとい うことが 般
化で き,従 来有機 リン剤の作用の実体 とされていたP=・O体による酵素阻害とは別の型 での新 しい
酵素阻害であることが明確にな った。
次いで有機 リン剤1こよ る薬物代謝酵素 阻害機構の解 明をfenitr哩}↑hionをllとして用いて.試
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7・t'そ の 結 果・t"・fiitr・thivnは薬 物 代 謝 酵 素 に お い て中 心 的 役 割 を 担 っ て い る`・yt.P-450を
崔 択 灼 に 減 少 きせ るtと が 明 らか に な っ た(Tablu3-【)、 こ の こ と か ら,薬 物 代 謝 酵 素 限 害 は
,・}Ll'・・-450の減 少 に 起 因 す る と 推 論 し た。 さ らに.invitroに お け る 有 機 リ ン 剤 に よ る,・〉't.
i一450へ の 影 響 を 検 討 し た 結 果、 有 機 リン 剤 はc'yt`P-450を中 心 と し た 薬 物 代 謝 酵 素 で 代 謝 を
う け る こ と に よ ・ てL逆 に(・}'t.P-450を減 少 さ せ る こ と に よ り薬 物 代 謝 を 阻 害 す る と い う軍 要 な
知 見 が 得 られ た 、PrO体 で は そ の よ うな 効 果 は み られ な か っ た。
Ierrndnら33.は'1・5S一標 識Parathi`川を 用 い たir)vitroの代 謝 研 究 か ら,PニS→P-Oの
酸 化 的 代 謝 に よ り遊 離 す るrl'5.Sがミ ケ ロ ソ ー ム 膜 に 結 合 して い る こ と を つ き と め さ ら に この 状
態 で は ミ ク ロ ソ ー ム の ・ yt.P-450およ び 薬 物 代 謝 酵 素 活 性 が 減 少 し て い る こ と を 明 らか に し た。
この こと は.本 研 究 の 結 果 を強 力 に 支持 す る も の で あ り,従 っ て.P=S体 の 有 機 リ ン 剤 に 一 般 化
で き る機 構 で あ る,即 ち 薬 物 代 謝 酵 素 に よ る 酸 化 的 脱 硫 化 に と も な うuyt.P-450の 減 少 と理 解
され る,
■の こ と は ・ 生 体 側 の 肝 薬 物 代 謝 盾 性 を 変 動 させ て お く とt'eriitrothionによ る`・yt.P-450の
減 少 の 程 度 が そ の 変 動 に 相 応 し て く る と い うinvivoの 結 果 か ら も確 認 され た。
Dnlviらは1'cL硫 化 炭 素 が薬 物 代 謝 酵 素 に よ り酸 化 的 脱 硫 化 を う け る こ と を 明 らか に し,lara-
thiotbの場 合 と 同 穣 に.3sSの 結 合 し た ミク ロ ソ ー ム を 得 た。
一"硫化 炭 素 に よ る肝 薬 物 代 謝 膵 素 附 害 は す で に ラ ッ ト,ヒ トで 明 ら か に されla)～職 本 研 究 の 結
黙 マ ウ ス で も確 認 さ れ た。 この こ と か ら,有 機 リ ン剤 に よ る1・yt.P--450の減 少 は 酸 化 的 脱 硫 化
に と もな う も の で あ り,そ れ は 遊 離 す る 〔S〕 の ミ ク ロ ソ ー ム 膜 へ の 結 合に よ り もた ら され る 結 果
で あ る と 結 論 づ け られ る。 ま た,生 体 内 酸 化 的 脱 硫 化 を うけ る 薬 物 は す べ て 薬 物 代 謝 酵 素 を 阻 害 す
る と い う 一一般 化 の 試 み が ご く最 近DeMaUeisに よ っ て 報 告 さ れ て い る,35),
さ ら に,有 機 リン 剤(f'eihit,rothio(n)は,従来 多 くの 阻 宙 剤 で 知 られ て い る よ うに,投 り か ら 後
期 お よ び 連 続 投 与 に よ り薬 物 代 謝 酵 素 を誘 導 す る と い う二 相 性 の 効 果 が 明 ら か に な っ た(Fig.3-1,
Table3一 皿)。 こ れ ら の結 果 か ら.有 機 リ ン 剤 は 生 体 内 酸 化 的 脱 硫 化 を うけ る こ と に と もな っ て
薬 物 代 謝 酵 素 を51t害・ さ らに 誘 導 す る し.一 一方,生 じ たP-0体 は コ リ ンエ ステ ラ ー ゼ は じ め 諸 酵
素 を 阻 害 す る と い う きわ め て 多 種 多 様 な 生 体 影 響 が 明 ら か に さ れ た こ とに な る。 こ の こ とは.主 と
し で 低 毒 惟 と され て い るt'・}nitruthionを用 い て 明 らか に され た結 果 で あ り,有 機 リ ン 剤 の 新 ら
し い'll体影 響 と して と ら え.今 後 の 詳 細 な 検 討 が 望 まれ る,
有 機 リ}剤 や1硫 化 炭 素 に よ る`・yt.P-450の減 少 の 機 構 に つ い て は,と く にinvivuで は,現
段 階 では イく明 な 点 が 多 く.今 後 の 詳 細 な 研 究 を ま た な け れ ば な ら な い 。
近 年,ミ ト コ ン ド リア に 存 在 し.ヘ ム 合 成 の 鍵 酵 素 と さ れ て い るAI、As}nt,hetast一が 脂 溶 性 の
種 々 の 薬 物 に よ り誘 導 きれ る こ と が 明 らか に さ れLnへーIM}薬 物 代 謝 酵 素 との 関 連 件 が 注 目 され て き
て い る 、L・、sy耐 回 ～且sPの 誘 導 剤 で あ る.X【 、.1)D('.グ リ セ オ フ ル ビ ン 等 が 投 与 後 初 期 に
燗・yLP-450を 減 少 きせ1濫一1IL～u5-・そ の こ と とAL .、synthetase誘導 の 関 係 に 検 討 が 加 え られ
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て い る こ と に 着 目 し・ 有 機 リン 剤 に よ るALAs}Tuhetaseの 活 牲 に 対 す る 影 響 を 検 討 し た,、
Fenitruthioilの投 与に よ り,マ ウ ス 肝AL-xs)nthetaseが誘 導 きれ る こ と が 明 ら か に な 一」た
(Fig.5-1)。 ま た 薬 物 代 謝 酵 素 を 阻 害 す るP-S体 の 有 機 リ ン 剤 は 、 梶 度 の 差 は あ れ,.、L
Asylithetaseを誘 導 す る こ と が 明 ら か に な 一Jた。P=()体 で は 影 響 は み られ な か っ た ,イ1機 リ 、
剤 に よ るALAsyntl)etaseの誘 導 は 貴・yt.P-450の減 少 と 時 間 的 に ほ ぼ 一 致 し て い る こ とか ら,
(:yt,.P-450の減 少 に と もな い 補 償 的 に 誘 導 され る の で は な い か と推 論 し た が,詳 細 な 機 構iC-,.・
て は 今 後 の 検 討 を 待 た な け れ ば な らな い 。
有 機 リ ン 剤 に よ るALAsyt)thetaseの誘 導 効 果 に つ い て は これ ま で 報 告 さ れ て お ら ず 本 研 究
に よ り初 め て 明 らか に さ れ た 効 果 で あ る。
A1、ASPithetatic)の誘 導 と薬 物 代 謝 酵 素 の 誘 導 は ほ ぼ 相 関 す る こ と か 知 ら れ て お り,feMitr{,-
thj・nの場 合 に み られ た よ うな 二相 性 効 果 は こ のALAsynthetabeの 誘 導 の 反 映 で は な い か と1;
想 さ れ る。 従 っで 薬 物 代 謝 酵 素 阻 害 剤 の1相 性 効 果 に はA】 、Asynt・het,aseの誘 導 か 関与 して い る
こ と が 推 定 きれ る。 弔 実.SKF525-.NもALAs}n(,hetaseを 誘 導 す る こ とが 明 ら か に さ れ て
い る。
有 機 リ ン 剤 との 代 謝 様 式 お よ ひ 作 用 の 類 似 性 が 明 ら か に さ れ て い る=硫 化 炭 素 も や は りAL、
sytjt・hetaseを誘 導 す る と い う新 ら し い 作 用 が 確 認 で き た(Fig;6-1)。
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第8章 実験 材料 お よび方法
8-1第2章 か ら第4章 の実 験
8-1-1実 験 動 物 お よ び 試 薬
体 重22--289のddY系 雄 性 マ ウ ス と 体 重120～150YのWistar系 ラ ッ トを 用 い た。 有 機
リ ン 剤.硫 化 炭 素 は トウ モ ロ コ シ 油 に 溶 解 し,腹 腔 内 投 与 を行 っ た 。 フ ェ!バ ル ビ タ ー ル,
SKF525-A,3一 ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル は0.9%NaC且 溶 液 に 溶 解 し.腹 腔 内 に 投 与 し た。
有 機 リ ン 剤は 、parathiun,methylparathion,EPN,DDVP,maluthi"nは 住 友 化
学 工 業 よ り,diazinonは 日 本 化 薬 よ り譲 渡 され た 。
Nicotina皿ideadenitledinucleotidephosphate(NADP),その 還 元型(NADPH),
還 元型ni{・otineamidedirmeleetide(NAI)H),glucose-6-・rhosphate(G-6-P),
G-6-Pdehydrogenase,cytochronieCはSig皿a社製 を使 用 し た。SKF525-Aは
Smith、KlineandFrenehLabs.よ り購 入 し た」3一 ア ミノ トリ ア ゾ ー ル は 東 京 化 成 よ り
購 入 し た 。
8-1-2酵 素標 品の調製
肝9.000×gh清の調製 一動 物を断頭後,直 ちに開腹 して肝臓 を別出 し,氷 冷 した1.15%
KCl溶 液で洗い濾紙で水分をと り,〔E確に秤量 してか ら4倍 量の1.15%KCI(0.1mME
DTA含 有)溶 液 を加えてPetter-E厘vehjem型ホモジナィザーを用いて,氷 冷 しなが らホモ
ジナイズし・得 られ たホモジネー トを冷却遠心機で9.OCO×9,30分間遠O・し.得 られ た上 清
を9,000xg上清とする。
肝 ミクロソームと可溶画分の調製一肝 ホモ ジネー トの9.000×9上清 を105,000xg,60分間
遠心 して沈降 した頼粒部分を肝 ミクロソームとし ヒ清 を可溶画分 とした。Cyt.P-450,cyt.
b5およびプロ トヘム含量の測定に用い る ミクロソームの謂製は肝臓を別出後,1.15%KCI
で灌流して血液を洗い流 した後 前記の ように調製 した。
8-1-5酵 素 活 性 測 定 法
薬 物 代 謝 酵 素 活 性 の 測 定 一 肝9.000xg上 清2m610.1M燐 酸 緩 衝 液1.Omぞ.MgC1,50
μmoles.ニコ チ ン ア ミ ド50μmoles、NADP(マ ウ スで はO .27μmole,ラ ッ トで はO.68
μmole)・G-6-P(マ ウ ス で は1 .92μmoles,ラ ッ トで は5.0μmoles),基 質 セ ミ
カ ル バ ジ ド100μmolesか ら成 る 全 量5meの 反 応 系 を37。で30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー トし た,
セ ミカ ル パ ジ ドは ア ミノ ピ リ ン を 基 質 と し た 時 の み 加 え た,基 質 量 は ア ミ ノ ピ リ ン,ア ニ リ ン
と も5μmolesで あ る,ミ ク ロ ソ ー ム を 用 い た 場 合 に は,ミ ク ロ ソ ー ム5m9た ん ぱ く,0.1
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M燐 酸 緩 衝 液1.OmeMgCl215μmoles,NADPO .8μm{,le,G-6-P20/irr)01(.:,
G-6-Pdehydrogenase2～3unitsセ ミカ ル バ ジ ド10μ 皿e】es,基 質5μrnolesか ら な
る 全 量2。5m6の 反 応 系 を37D,10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 酵 素r刮牛は 代 謝 睦 物 の 箪 で 表
わ し・ ア ミノ ピ リ ン で は ホ ル ム ア ル デ ヒ ド,ア ニ リ ン で はP一 ア ミノ フ エ ノ ー ル を測 定 し た1,
ホ ル ム ァ ル デ ヒ ドの 定 量 一Nash法va1)の(]ochin、Axelrodの改 良 法le)に 従 っ て 行 っ た ,
上 記 の よ うに 反 応 させ た 後 ・20%ZnSOtl溶 液2.Orn6,飽 和Ba(OH)2溶 液2.Om6を 加
え て 反 応 を 停 止 させ ・ 遠 〔〉分 離 し て 蛋 臼 沈 澱 を 除 去 し,そ のL清5m6にdoublestrelyth
Nashreagentica)(1509酢酸 ア ン モ ニ ウ ム,2meア セ チ ル ア セ トン を 全 量500n】6に す る)
を2m6加 え て ・60。,30分 間 加 温 し 発 色 させ 、412mμ の 吸 光 度 を測 定 す る。
ホ ル ム ア ル デ ヒ ドの 標 準 液 は 、 昇 華 法 に よ り精 製 し た ヘ キ サ メ チ レ ン テ トラ ミン を 加 脈分 解
し,生 成 す る ホ ル ム ア ル デ ヒ ドの 標 準 液 を 作 り,そ れ に よ り検 量 線 を 作 成 し た 。
P一 ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル の 定 量 一Kato,Gillet,teの方 法!di)によ り行 っ た。 過 酸 化 物 を 含 ま
な い エ チ ル エ ー テ ル でP一 ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル を 抽 出 し.10m6の0 .1MNaOH溶 液(1%フ ェ
ノ ー ル を 含 む)を 加 え て 振 鍛 後 遠 心 し て 水 溶 液 層 を分 取 し,30分 間 静 置 し て 発 色 させ,630
mμ で 比 色 定 量 す る。
ミ ク ロ ソ ー ム を用 い た 場 合 はImaiら の 方 法1㈲ に よ っ て 行 一・た ,20%ト リクロ ル 酢 酸 溶 液
1meを 加 え・ 遠 心 し て た ん ぱ く を 除 去 し,得 られ た1二清1m6に1meの1MNa2CO3溶 液
を加 え1さ らに1m60・5NNaOH(2%フ ェ ノ ー ル を 含 む)溶 液 を 加 え て,20分 間 静 置 し
て 発 色 させ,630mμ で 比 色 定 量 す る。
NADPHeyt・creductase活 性 の 測 定 一一Mastersらの 方 法um)に従 っ て 測 定 し た。 ミ ク
ロ ソ ー ム0・4～0・5m9た ん ぱ く・cyt.C36nlnoles,NADPHL1μnloles,0 .05M
燐 酸 緩 衝 液(PH7.7)・(1xlO'4MEDTAを 含 む)か ら 成 る 全 鼠1 .1meの 反 応 系 を 組
み・ 対 照 に は 同 量の ミ ク ロ ソ ー ム をO ・05M燐 酸 緩 衝 液 でLlmeと し た 。 セ ル を25。,10分
間 保 温 し た 畿NADPHを 加 え 直 ち に550mμ で 活 性 を 測 定 し た。
8一 ユー4Fenitrothio"に よ る薬 物 代 謝 阻 害 様 式一 ア ミノ ピ リ ンの 濃 度 ,2xIO-3,1xIO'3
5×10-4・2・5x10→,1・25×10-4Mに つ い てt'eniLrothioi)を添 加 し た場 合 と し な い 場 合 ,
fenitrothionを投 与 の 場 合 に つ い て の 基 質 濃 度 と反 応 速 度 の 関 係6?LinevveaverBllrkS2t"5・
に よ り求 め た。
8-1-5ヘ キ ソ バ ル ビ タ ー ル の 睡 眠 時 間 の 測 定 一ddY系 .体 重22--259の 雄 性 マ ウ スに
fenitrothionを投 与 し た 後 ヘ キ ソ バ ル ビ タ ール ナ ト リ ウ ム(100m9/K9)を 腹 腔 内 投 与 し、
正 向 反 射 消 失 か ら回 復 ま で の 時 間 を睡 眠 時 間 と し た 。
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8-1-6Cy七.P-450.cyし.bsお よ び プ ロ トヘ ム の 定 量
{:yt.P-450の定 量Omura,Satoの 方 注71}に従 って 行 一」た。 た ん ぱ く量 が2n)9/tnt9
に な る よ うに 調 製 し た ミク ロ ノー ム 懸 濁 液3m6ず っ を2個 の セ ル に と り,ジ チ オ ナ イ トを 両
方 の セ ル に 加 え て還JLし 、 サ ン プ ル セ ル に 一一酸 化 炭 素(C(⊃)を20秒 間 通 気 し た 後,CO一 差
スベ ク トル を と り450-4901nμ の 吸 光 度 の 差 か ら分 子 吸 光 係 数 ξ=91cm→mM}Lを 用 い て
定 績 し た 、
Cy1.b5の 定 雛 一一〇mura.S.at."の方 法7じ で 行 っ た。 前 記 の よ うに ミク ロ ソ ー ム 懸 濁 液 を
調 製 し、 サ ン プ ル セ ルはNADHを 加 え て 還 元 し400～600mμ ま で の 吸 光 度 を 自 記 分 光 光 度
計 で 測 定 し て424～409n1μ の 吸 光 度 の 弟 か ら分 子 吸 光 係 数 ξ一185cm'imM-iを用 い て 定 量
し た,
プ ロ トヘ ム の 定 量 一 〇mura,Sat。 の 方 法71)に従 い.Gilbertの 方 法um)を 参 考 に し て 定
lrlした。 ミク ロ ソ ー ム を0.1NNaOH(20%ピ リ ジ ン を 含 む)で2m9/meの た ん ぱ く量 に
な る よ うに 調 製 し ヘ ム を ピ リ ジ ン ヘ モ ク ロ モ ー ゲ ン と し,ジ チ オ ナ イ ト還 元 型 と 酸 化 型 の 差 ス
ペ ク トル を測 走 し557～575mμ の 吸 光 度 の 差 か ら 分 子 吸 光 係 数 ξニ32.4cm'1mM'iを用 い
て 定 量 し た。
8-1--7た ん ぱ く量 の定 罎一一肝9,000×9を 用 い た 場 合 に はBiuret法 瞬 ≧ ミ ク ロ ソ ー ムの
た ん ぱ く 羅 はLowry法KB♪e(よ り行 っ た。
8-2第5章 お よ び 第6章 の 実 験
8-2一 ユ 実験動物および試薬一動物はddY系 雄性マ ウスを用いた。 経時変化の実験()'ig.
5一 夏〉以外は動物は20時 間絶 食した後 使用 した。ALAはSigma社 よ り,ピ リドキサ ー
ル燐峻は和光純薬,Dewex-1は 室町化学 よ り購人 した。
8-2-2肝 ホ モ ジ ネ ー トの 調 製 一 動 物 を 断 頭 後,直 ち に 開 腹 し て 肝 臓 を と り出 し,氷 冷 し た
0.9%NaC1溶 液 で 洗 い,濾 紙 で 水 分 を と り,rE確 に 秤 量 し て か ら2倍 量 の0.9%NaCl溶
液(0.lMTrls-HCl緩 衝 液(PH7.4)お よ びlmMEDTAを 含 む)を 加 え てPotter-
Etvehjernホモ ジナ イ ザ ー を用 い て 氷 冷 し な が ら ホ モ ジ ナ イ ズ し,得 られ た ホ モ ジ ネ ー トを 酵
素 源 と す る。
8-2-3-、LAsynthctase活 性 の 測 定 一Marverら の 方 法 石9)に従 い,ま たGross,Hutton
の 報 告 耽 を 参 照 し て 測 定 し た。 グ リ シ ン200μmoles,EDTA20μmoles,ピ リ ドキ サ
ー ル 燐 酸0 .4μmdu,Tris--IICI緩 衝 液(PH7.2)150μmolesお よ び肝 ホモ ジ ネ ー ト
か ら成 る 全 墨2.Omeの 反 応 系 を 組 み,37。,1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト しALAを 生 成 させ た。
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反 応 はO.5meの25%ト リ ク ロ ロ 酢 酸 溶 復 を 加 えて 停ILさ せ,遠 ・1二・分 離 に よ り た ん は く沈 澱 を
除 去 し、 ヒ清 は 少 騒 の1NNaOHを 加 え,さ ら に1M酢 酸 緩 衝 液 てPH4.6に 調 整 し た、
ALAピ ロ ー ル の 生 成 お よ び 分 離 一 前 記 の 通 り調 整 し た 溶 液 に0.11tteのア セ チ ル ア セ トン
を 加 え 沸 騰 水 浴 中 で15分 間 加 熱 し,反 応 に よ り住 成 し たALAと ア セ チ ル ア セ ト ン を 縮 合 き せ.
AI、Aピ ロ ー ル に 変 換 き せ たln)。冷 後D{,鞭x-1一 酢 酸 カ ラ ム に 保 持 させ,水 。50%メ ク
ノ ー ルtlM酢 酸 の 各41116ずっ で 溶 出 した 後 最 後 に2.5m6の 氷 酢 酸 でALA一 ヒ ロ ー ル
を 溶 出 させ たtS1)。
ALAの 定 量 一 得 ら れ た 氷 酢 酸 溶 液 に 同 量 のEhrli〔・h-H9試 薬m・ を 加 え て 室 温 に 放 置 し
発 色 させ,15分 後 に553mμ の 吸 光 度 を測 定 し た,分 了 吸 光 係 数 ξ=53em-!mM}1と し て
定 量 し た 。
8-2-4Dowex-1樹 脂 の 調 製 一一1)ewex'-1x8Cl型(200～400メノ シ ュ)を5容{11の3
M酢 酸 ナ ト リウ ム で3回 バ ッ チ 洗 浪 を 行 い 励)酢 酸 型 に 変 換 させ,10容 量 の 水 で5[rlP先蘇 し,
調 製 し た,DOwex-1-一 酢 酸 はO.05M酢 酸 ナ ト リウ ム 溶 液(PH4.6)に 保 存 し た。調 製 し た
樹 脂 か ら の 回 収 率 は そ の 都 度 標 準 溶 液 を用 い て チ ェ ソ ク し た。
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